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This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 

□ 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



I 




n 


□ 


m 


□ 


IV 


□ 


V 


El 


VI 


□ 


vn 


□ 


vm 


□ 



Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



RECEIVED 

AUG 2 7 KHWf 

MATRIX euSTQHrtgR 
3CnV I 0C GEMT6P 



Date of submission of the demand 

09 January 1997 (09.01.1997) 


Date of completion of this report 

04 August 1997 (04.08.1997) 


Name and mailing address of the LPEA/EP 

European Patent Office, P.B.5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk, Netherlands 

Facsimile No. (31-70) 340 3016 


Authorized officer 

Telephone No. (31-70) 340 2040 



Form PCT/LPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DE96/01016 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as ''originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



the international application as originally filed. 
| | the description, pages , as originally filed, 



| | the claims, 



pages 
pages 
pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



. , filed with the demand, 
. , filed with the letter of 
. , filed with the letter of 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



| | the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of ■ 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of; 

I 1 the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



3 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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International application No. 
PCT/DE 96/01016 


V. 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1. 


Statement 






Novelty (N) Claims 1/2,4, 


5,6,8-10 YES 




Claims 


3,7 NO 




Inventive steo fIS> Claims ± , * , <* , 


5, 6, 8-10 YES 




Claims 


3,7 NO 




Industrial applicability (IA) Claims 


1-7 

x ' YES 




Claims 


8-9 no 


2. 


Citations and explanations 






1. The following documents (D) cited 


in the search 




report are indicated in this report; 




Dl: EMBL Datenbank Eintrag HS068461, U06846; 




1995; XP002015292 






D2: Gene, 1996, 168(2), 267-70 






D3: WO-A-90/07572 






D4: Cell Death and Differentiation, 1996, 3, 199- 




206 






2. The present application comprises 


a human DNase- 




active protein defined by its amino acid sequence 




(fig. 1) and the DNA that codes it 






Dl describes a gene located in the 


human Xq2 8 




region. Up until the time of the present 




application no function was disclosed for this gene. 




It was only after the priority date of the present 




application that it emerged that the sequence of Dl 




is part of a DNase gene which appears to be 




identical to fig. 1 of the present 


application (D2) . 




Dl does not therefore detract from 


either the 




novelty or inventive step of claims 1, 2 and 4-10. 
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International application No. 
PCT/DE 96/01016 



D3 also describes a human DNase but one which has a 
different amino acid sequence (fig. 1 of D3) from 
that of fig. 1 of the present application. 

The claimed DNase and its gene are therefore not 
obvious from the relevant prior art documents. 

3. Claims 3 and 7 cannot be recognised under PCT 
Article 33(2) because of the homology that exists 
between DNase I (DNase I appears to be an enzyme 
known from the prior art, see citation in D4) and 
the DNase being claimed here. 

Parts of the DNA sequence correspond to the 
homologous proteins and would also be hybridised 
with each other (feature a) and b) of claim 3) . As 
in claim 3 no limiting conditions are indicated DNA 
fragments with a lower homology would also be 
hybridised. 

Furthermore, in claim 3 a) "a part thereof" is not 
more precisely defined and therefore also comprises 
very short regions of some nucleotides which are not 
allowable under PCT Article 33(2). 

In addition it is noted that the DNA from Dl 
hybridises with the DNA of claim 3b). It is not 
hereby important whether the function of the DNA of 
Dl was already disclosed or not. The fact is that a 
homologous DNA was already isolated which falls 
under the definition of claim 3b) . 
The same applies to claim 3a) as the DNA from Dl 
exists in isolated form and falls per se under the 
definition of claim 3a) . 

4. Homologous proteins have the same epitopes and 
therefore antibodies which are directed against 
DNase I would bind the proteins being claimed here. 
The antibodies of claim 7 are only characterised in 
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International application No. 
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that they bind the protein of claim 1. Cross 
reactions between antibodies against DNase I and 
against the protein of the present application do 
not appear to be excluded because of the homology. 
Claim 7 therefore also comprises antibodies which 
are directed against the known DNase. 
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PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 


To: 

United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
04 February 1997 (04.02.97) 




International application No. 
PCT/DE96/01016 


Applicant's or agent's file reference 
K 2337 HU/Wd 


International filing date (day/month/year) 

10 June 1996(10.06.96) 


Priority date {day/month/year) 
09 June 1995 (09.06.95) 


Applicant 

ZENTGRAF, Hanswalter et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

09 January 1997 (09.01.97) 



| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X | was 

□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 

Ingrid Hours 

Telephone No.: (41-22) 730.91.11 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



1383535 



vertraAber die internationaleWsammenarbeit 

auf dem gebiet des patentwesens 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



PRUFUNGS PERICin* 



rec'd 0 6 AUG 1997 



WIPO 



PCT 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
K 2337 HU/Wd 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
VORGEHEN vorlaufigen Priifungsberichts (Formblatt PCT/ 1 PEA/4 16) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE 96/ 01016 


Internationales Anmeldedatum 
( TagjMonatjJahr) 
10/06/1996 


Prioritatsdatum ( TagiMona(iJahr) 
09/06/1995 


Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale (Classification und IPK 

C12N15/55 


Anmetder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGS ZENTRUM et al. 



1. Der Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemafl Artikel 36 ubermittelL 



Dieser BERICHT umfafit insgesamt 

□ 



Blatter einschlieQlich dieses Deckblatts. 



Aufierdem liegen dem Bericht AN LAG EN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser Behorde vorgenom- 
menen Berichttgungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsnchthnien zum PCT) 

Blatter. 



Diese Anlagen umfassen insgesamt _ 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben und die entsprechenden Seiten zu folgenden Punkten: 

I [X] Grundlage des Berichts 

II Q Prioritat 

III Q Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbUche Anwendbarkeit 

IV Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V [\7t Begrvindete FeststeUung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

^ gewerbUchen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser FeststeUung 

VI Q^] Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII [^] Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
09/01/1997 


Datum der Ferugstellung dieses Berichts 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 
D-80298 MUnchen 
Q/Ji Tel. ( + 49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
^SS^ Fax: ( 49-89) 2399-4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 
Tel. 
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Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE96/01016 



I. Grundlaqe des Berichts 



1. Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.) 



[x] der internationalen Anmeldung in der ursprunglich eingereichten Fassung. 



[ ] der Beschreibung, Seite/n . 

Seite/n 
Seite/n 
Seite/n 



_, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 
eingereicht mit dem Antrag. 

eingereicht rait Schreiben vom 

eingereicht rait Schreiben vom 



] der Anspruche, Nr. 

Nr. 
Nr. 
Nr. 
Nr. 



in der ursprunglich eingereichten Fassung. 
_, in der nach Artikel 19 geanderten Fassung. 

eingereicht mit dem Antrag. 
_, eingereicht mit Schreiben vom 

eingereicht mit Schreiben vom 



[ ] der Zeichnungen, Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 
Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgef alien: 

[ ] Beschreibung: Seite 

[ ] Anspruche: Nr. 



in der ursprunglich eingereichten 
Fassung. 

eingereicht mit dem Antrag. 
eingereicht mit Schreiben 

vom . 

eingereicht mit Schreiben 
vom . 



Zeichnungen : Blatt/Abb . 



3. [ ] Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2 c)). 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
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V. Begrundete Feststellunq nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatiqkeit und der 
qewerblichen Anwendbarkeit; Unterlaqen und Erlauterungen zur Stutzung dieser Feststellunq 



1. FESTSTELLUNG 



Neuheit Anspruche 1,2,4,5,6, 8-10 JA 

Anspruche 3 , 7 Nein NEIN 

Erfinderische Tatigkeit Anspruche 1,2,4,5,6, 8-10 JA 

Anspruche 3 , 7 NEIN 

Gewerbliche Anwendbarkeit Anspruche 1-7 JA 

Anspruche 8-9 NEIN 



2.. UNTERLAGEN UND ERLAUTERUNGEN 

1. In diesem Bescheid sind folgende, im Recherchenbericht 
zitierte Dokumente (D) genannt; 

Dl: EMBL Datenbank Eintrag HS068461, U06846; 

1995;YP002015292 
D2: Gene, 1996, 168(2), 267-70 
D3: WO-A-9 07572 

D4: Cell Death and Differentiation, 1996, 3, 199-206 

2. Die gegenwartige Anmeldung umfafct ein menschliches Pro- 
tein mit DNase Aktivitat, definiert durch dessen Amino- 
sauresequenz (Fig, 1) und die dazu kodierende DNA. 

Dl beschreibt ein Gen welches in der menschlichen Xq28 
Region sitzt, fur dieses Gen war aber zum Zeitpunkt der 
gegenwartigen Anmeldung keine Funktion bekannt. Erst 
nach dem Prioritatstag der gegenwartigen Anmeldung 
stellte sich heraus, dafi die Sequenz von Dl Teil eines 
DNase-Gens ist, welches identisch zu Fig, 1 der gegen- 
wartigen Anmeldung scheint (D2). 
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Internationales Aktenzeichen 
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Dl greift also weder die Neuheit noch die erf inderische 
Tatigkeit der Anspruche 1,2 und 4-10 an. 

D3 beschreibt ebenfalls eine menschliche DNase, welche 
aber eine andere Aminosauresequenz (Fig. 1 von D3) als 
die von Fig. 1 der gegenwartigen Anmeldung aufweist. 

Die beanspruchte DNAse und deren Gen sind also durch die 
relevanten Dokumente nicht nahegelegt. 

3. Die Anspruche 3 und 7 konnen aufgrund der Homologie die 
zwischen DNAse I (DNase I scheint ein aus dem Stand der 
Technik bekanntes Enzym zu sein, siehe Zitate in D4) und 
der hier beanspruchten DNase besteht nicht unter Artikel 
3 3 (2) PCT anerkannt werden. 

Teile der DNA Sequenz stimmen zwischen homologen Pro- 
teinen uberein und wiirden auch miteinander hybridisieren 
(Merkmal a) und b) des Anspruchs 3). Da in Anspruch 3 
keine limitierenden Bedingungen angegeben sind, wiirden 
auch DNA Fragmente mit geringerer Homologie hybridisier- 
en . 

AuBerdem ist in Anspruch 3 a) "ein Teil davon" nicht na- 
her definiert und umfaBt daher auch sehr kurze Bereiche 
von einigen Nukleotiden, die nicht unter Artikel 3 3 (2) 
PCT gewahrbar sind. 

Zusatzlich ist noch anzumerken, daS die DNA von Dl mit 
der DNA des Anspruchs 3 (b) hybridisiert . Dabei spielt 
es keine Rolle, ob die Funktion der DNA von Dl schon be- 
kannt war, oder nicht. Tatsache ist, daB eine homologe 
DNA bereits isoliert wurde, die unter die Definition des 
Anspruchs 3b) fallt. 

Das Gleiche gilt auch fur den Anspruch 3a), da die DNA 
von Dl in isolierter Form existiert und per se unter die 
Definition des Anspruchs 3a) fallt. 

4 * Homologe Proteine weisen gleiche Epitope auf und daher 
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wvirden Antikorper, die gegen DNase I gerichtet sind, 
auch das hier beanspruchte Protein binden. Die Antikor- 
per des Anspruchs 7 sind nur dadurch gekennzeichnet , daB 
sie das Protein des Anspruchs 1 binden. Kreuzreaktionen 
zwischen Antikorpern gegen DNase I und gegen das Protein 
der gegenwartigen Anmeldung erscheinen aufgrund der 
Homologie nicht ausgeschlossen . Daher umfaBt der An- 
spruch 7 auch Antikorper die gegen die bekannte DNAse 
gerichtet sind- 
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Translation of the relevant parts of the PCT Preliminary 
International Examination Report, dated Aug. 4. 1997 

International File No.: PCT/DE 96/01016 

Applicant: Deutsches Krebsf orschungszentrum et al . 

Attorney's File: K 2337 



I . Basis of the Report 



1. This report was drafted on the basis of 

the international application as filed originally. 



V. Substantiated ascertainment pursuant to Art. 35(2) as 
regards novelty, inventive step and susceptibility of 
industrial application; documents and explanations in 
support of this ascertainment 



1 . Ascertainment 

novelty claims 1,2,4,5,6,8-10 yes 

claims 3,7 no 

inventive step claims 1,2,4,5,6,8-10 yes 

claims 3,7 no 



susceptibility 
of ind. appln. 



claims 1-7 
claims 8-9 



yes 
no 




- 2 - 




2 . 



Documents and explanations 



1. The following documents (D) cited in the search 
report are mentioned in this Official Letter; 

Dl: EMBL data bank entry HS068461, U06846; 1995; 

YP002015292 
D2: Gene, 1996, 168(2), 267-70 
D3 : WO-A-9 07572 

D4 : Cell Death and Differentiation, 1996, 3, 



2. The present application comprises a human protein 
having DNase activity, defined by its amino acid 
sequence (fig. 1) and the DNA coding thereto. 

Dl describes a gene which is located in the human 
Xq2 8 region. However, no function was known for 
this gene at the time of the present application. 
Only after the priority date of the present 
application turned it out that the sequence of Dl 
is part of a DNase gene which seems to be 
identical with fig. 1 of the present application 
(D2) . 

Thus, Dl does not attack either novelty or 
inventive step of claims 1, 2 and 4-10. 

D3 also describes a human DNase which has, 
however, an amino acid sequence (fig. l of D3) 
other than that of fig. 1 of the present 
application . 

Thus, the claimed DNase and its gene are not 
suggested by the relevant documents. 



199-206 



3 . Because of the homology which exists between 
DNase I (DNase I seems to be an enzyme known from 



- 3 - 



the prior art, see quotations in D4) and the 
DNase claimed herein, claim 3 and 7 cannot be 
recognized under Article 33(2) PCT. 
Portions of the DNA sequence correspond between 
homologous proteins and would also hybridize with 
one another (features a) and b) of claim 3) . 
Since claim 3 does not give any limiting 
conditions, DNA fragments having less homology 
would also hybridize. 

In addition, the expression "a portion thereof" 
in claim 3 a) is not defined in more detail and 
thus also comprises very short regions of some 
nucleotides which are not allowable under Article 
33 (2) PCT. 

Moreover, it has to be remarked that the DNA of 
Dl hybridizes with the DNA of claim 3 (b) . In 
this connection, it is irrelevant whether the 
function of the DNA of Dl was previously known or 
not. It is a fact that a homologous DNA was 
previously isolated which falls under the 
definition of claim 3b) . 

The same also applies to claim 3a) , since the DNA 
of Dl exists in isolated form and falls per se 
under the definition of claim 3a) . 

4 . Homologous proteins have the same epitopes and 
thus antibodies which are directed against DNase 
I would also bind the protein claimed herein. The 
antibodies of claim 7 are only characterized in 
that they bind the protein of claim 1. It appears 
that cross-reactions between antibodies against 
DNase I and against the protein of the present 
application are not ruled out because of the 
homology. Therefore, claim 7 also comprises 
antibodies which are directed against the known 
DNase . 



,£JUBER DIE INTERNATIONALE^LJ 
^UF DEM GEBIET DES PATEN^l 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 
(Artikel 18 so wie Regeln 43 und 44 PCT) 



SAMMEN ARBEIT 
ESENS 



EiNGEGANGEN 
2 1. OKT. 1996 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

K 2337 HU/Wd 



WEITERES 
VORGEHEN 



Recherchenberichts (Formblatt PCT/IS A/220) sowie, soweit 
zutreftend, nachsiehender Punkt 5 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/ DE96/ 01016 



Internationales Anmeldedatum 
(Tag/MonatfJahr) 

10/06/96 



(Friihestes) Prioritatsdatum (TaglAfonat/Jahr) 

09/06/95 



Anmelder 



DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et al 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro Ubermittelt. 



Dieser internationale Recherchenbericht umfaflt insgesamt 4 



Blatter. 



|")("| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. | y | Bestimmte Anspruche haben sich als nicht re cfa cr chi erbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Q Mangeinde Einheitlichkeit der Erfmdung (siehe Feld II). 



3. [V] In der internationalen Anmeldung ist ein Protokoll esner Nucteotid- und/ oder Aminosauresequenz ofTenbart; die internationale 

Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefiihrt, 

| | das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

| y | das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

| | dem jedoch keine Erklarung beigefiigt war, dafl der Inhalt des Protokolls nicht iiber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fas sung hinausgeht. 

| | das von der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemafie Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

| X I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt. 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

| X I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

| | wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behdrde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme voriegen. 



6. Folgende Abbildung der Zetchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: 

Abb. Nr. ^] wie vom Anmelder vorgeschlagen [^] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | well diese Abbildung die Erfmdung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 



VERTRA<mUBER DIE INTERNATIONALE i|JSAMMENARBEIT 
^P^F DEM GEBIET DES PATEN'^ESENS 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regei 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder AnwaJts 
K 2337 HU/Wd 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
VORGEHEN vorlaufigen Prufungs berichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE 96/ 01016 


Internationales Anmeldedaium 
( Tag/Monar/Jahr) 

10/06/1996 


Prioritatsdatum ( TagfMonaijJahr) 
09/06/1995 


Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 

C12N15/55 


Anmelder 

DEUTSCHES KRE B SFORSCHUNGS ZENTRUM et al. 



1. Der internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaC Artikel 36 ubermittelt 



Dieser BERICHT umfaflt insgesamt 

□ 



Blatter einschliefilich dieses Deckblatts. 



Aui3erdem liegen dem Bericht AN LAG EN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde Uegen, und/oder Blatter mit vor dieser Behorde vorgenom- 
menen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 



Diese Anlagen umfassen insgesamt m 



Blatter. 



3. 



Dieser Bericht enthalt Angaben und die entsprechenden Seiten zu folgenden Punkten: 
Grundlage des Berichts 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


53 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Begriindete Feststeilung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der er finder ischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststeilung 



Datum der Einreichung des Antrags 
09/01/1997 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
PrUfung beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 
JJA D-80298 MCinchen 

OJJJ Tel. ( + 49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
Fax: f + 49-89} 2399-4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 
Tel. 



I NTERN AT I ON ALER VO! 



IGER PRUFUNGSBERICHT 



^^Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE96/01016 



I. Grundlage des Berichts 



1. Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorqelegt wurden, gelten ii Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.) 



[x] der internationalen Anmeldung in der ursprunglich eingereichten Fassung. 



] der Beschreibung, Seite/n . 

Seite/n 
Seite/n 
Seite/n 



in der ursprunglich eingereichten Fassung. 
eingereicht mit den Antrag. 

eingereicht mit Schreiben void 

eingereicht mat Schreiben vom 



der Anspruche, Nr. 

Nr. 
Nr. 
Nr. 
Nr. 



_, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 
in der nach Artikel 19 geanderten Fassung. 
eingereicht mit dem Antrag. 

eingereicht mit Schreiben voi 

eingereicht mit Schreiben vom 



[ ] der Zeichnungen, Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 
Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Onterlagen fortgef alien: 

[ ] Beschreibung: Seite 

[ ] Anspruche: Nr. 



in der ursprunglich eingereichten 
Fassung. 

eingereicht mit dem Antrag. 
eingereicht mit Schreiben 

vom . 

eingereicht mit Schreiben 
vom . 



Zeichnungen : Blatt/Abb . 



3. [ ] Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2 c)). 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 1) (Januar 1994) 



^^Internationales Aktenzeichen 
INTERNATIONALER VORiSBfIGER PRUFUNGSBERICHT PCT/DE9 6/010 16 



V. Begrundete Peststellunq nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anvendbarkeit; Onterlagen und Erlauterungen zur Stutzung dieser Feststellung 



L FESTSTELLUNG 



Neuheit Anspruche 1,2,4,5,6, 8-10 JA 

Anspruche 3 , 7 Nein NEIN 

Erfinderische Tatigkeit Anspruche 1,2,4,5,6, 8-10 JA 

Anspruche 3 , 7 NEIN 

Gewerbliche Anwendbarkeit Anspruche 1-7 JA 

Anspruche 8-9 NEIN 



2. UNTERLAGEN UND ERLAUTERUNGEN 

1. In diesem Bescheid sind folgende, im Recherchenbericht 
zitierte Dokumente (D) genannt; 

Dl: EMBL Datenbank Eintrag HS068461, U06846; 

1995; YP002015292 
D2: Gene, 1996, 168(2), 267-70 
D3: WO-A-9 07572 

D4: Cell Death and Differentiation, 1996, 3, 199-206 

2. Die gegenwartige Anmeldung umfaBt ein menschliches Pro- 
tein mit DNase Aktivitat, definiert durch dessen Amino- 
sauresequenz (Fig. 1) und die dazu kodierende DNA. 

Dl beschreibt ein Gen welches in der menschlichen Xq28 
Region sitzt, fur dieses Gen war aber zum Zeitpunkt der 
gegenwartigen Anmeldung keine Funktion bekannt. Erst 
nach dem Prioritatstag der gegenwartigen Anmeldung 
stellte sich heraus, daB die Sequenz von Dl Teil eines 
DNase-Gens ist, welches identisch zu Fig. 1 der gegen- 
wartigen Anmeldung scheint (D2). 



Fonoblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 2) (Januar 1994) 





Ilnternationales Aktenzeichen 



I NTERN AT I ON ALER VO] 



TGER PRUFUNGSBERICHT 



PCT/DE96/01016 



Dl greift also weder die Neuheit noch die erf inderische 
Tatigkeit der Anspruche 1,2 und 4-10 an. 

D3 beschreibt ebenfalls eine menschliche DNase, welche 
aber eine andere Aminosauresequenz (Fig. 1 von D3 ) als 
die von Fig. 1 der gegenwartigen Anmeldung aufweist. 

Die beanspruchte DNAse und deren Gen sind also durch die 
relevanten Dokumente nicht nahegelegt. 

3. Die Anspruche 3 und 7 konnen aufgrund der Homologie die 
zwischen DNAse I (DNase I scheint ein aus dem Stand der 
Technik bekanntes Enzyra zu sein, siehe Zitate in D4) und 
der hier beanspruchten DNase besteht nicht unter Artikel 
3 3 (2) PCT anerkannt werden. 

Teile der DNA Sequenz stimmen zwischen homologen Pro- 
teinen tiberein und wtirden auch miteinander hybridisieren 
(Merkmal a) und b) des Anspruchs 3). Da in Anspruch 3 
keine limitierenden Bedingungen angegeben sind, wiirden 
auch DNA Fragmente mit geringerer Homologie hybridisier- 
en . 

AuBerdem ist in Anspruch 3 a) "ein Teil davon" nicht na- 
her def iniert und umfaBt daher auch sehr kurze Bereiche 
von einigen Nukleotiden, die nicht unter Artikel 3 3 (2) 
PCT gewahrbar sind. 

< 

Zusatzlich ist noch anzumerken, daB die DNA von Dl mit 
der DNA des Anspruchs 3 (b) hybridisiert . Dabei spielt 
es keine Rolle, ob die Funktion der DNA von Dl schon be- 
kannt war, Oder nicht. Tatsache ist, daB eine homologe 
DNA bereits isoliert wurde, die unter die Definition des 
Anspruchs 3b) fallt. 

Das Gleiche gilt auch fiir den Anspruch 3a) , da die DNA 
von Dl in isolierter Form existiert und per se unter die 
Definition des Anspruchs 3a) fallt. 

4t Homologe Proteine weisen gleiche Epitope auf und daher 



Formblatt FCT/IPEA/409 (Blatt 3) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VO] 




IGER PRUFUNGSBERI CHT 




Internationales Aktenzeichen 



PCT/DE96/01016 



wiirden Antikorper, die gegen DNase I gerichtet sind, 
auch das hier beanspruchte Protein binden. Die Antikor- 
per des Anspruchs 7 sind nur dadurch gekennzeichnet , daB 
sie das Protein des Anspruchs 1 binden. Kreuzreaktionen 
zwischen Antikorpern gegen DNase I und gegen das Protein 
der gegenwartigen Anmeldung erscheinen aufgrund der 
Homologie nicht ausgeschlossen. Daher umfaBt der An- 
spruch 7 auch Antikorper die gegen die bekannte DNAse 
gerichtet sind. 



Farnblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 4) (Januar 1994) 



Der Arilrag ist bei der zustandigen mit 
vomAnmelder gewdklten Behdrde ein: 

ipea/ 



ureicher 



rnationalen vorlaufigen Priifung beauftragten Behdrde oJ^^^nn zwei oder mehr Behdrden zustandig sind, bei der 
en. DerAnmelder kann den Namen oder den Zweibuchstaben-Code der Behdrde auf der nachstehenden Zeile angeben. 



PCT 



KAPITEL H 



ANTRAG AUF INTERNATIONALE VORLAUFIGE PRUFUNG 

nach Artikel 31 des Vertrags uber die intemationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens: 
Der (die) Unterzeichnete(n) beantragt (beantragen), daB fur die nachstehend bezeichnete intemationale Anmeldung 
die intemationale vorlaufige Priifung nach dem Vertrag iiber die intemationale Zusammenarbeit auf dem 

Gebiet des Patentwesens durchgefuhrt wird. 



Von der mit der intemationalen vorlaufigen Priifung beauftrogten Behdrde auszufiillen . 



Bezeichnung der IPEA 



Eingangsdatum des ANTRAGS 



Feld Nr. I KENNZEICHNUNG DER INTE RNATIONALEN ANMELDUNG 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

K 2337 HU/Wd 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE96/01016 


Internationales Anmeldedatum (Ta^/Monat/Jahr) 

10. Juni 1996 


(Friihester) Prioritatstag (Tag/Monat/Jahr) 

9. Juni 1995 


Bezeichnung der Erfindung 

Protein mit DNase-Aktivitat 


Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: (Familienname. Vorname; bet jurisiischenPersonenvollstandigeamtiiche Bezeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Postleitzahi und der Name des Staats anzugeben. ) 

Deutsches Krebsf orschungszentrum 
Stiftung des off entlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 
69120 Heidelberg 


Telefonnr.: 


Telefax nr.: 


Fernschreibnr.: 



Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Name und Anschrift: (Familienname. Vomame: bei juristischen Personen vollstandige amiliche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahi und der Name des Slants anzugeben.) 



Zentgraf , Hanswalter 
Bluntschlistr . 6 
69115 Heidelberg 



Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


DE 


DE 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname: bei juristischen Personen vollsidndige amtliche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahi und der Name des Staats anzugeben.) 


Poustka , Annemarie 




Werderstr. 36 




69120 Heidelberg 




Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


AT 


DE 


[< | Weitere Anmelder sind auf einem Fonsetzungsblatt angegeben. 



Formbiatt PCT/IPEA/401 (Blatt 1) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1996) Siehe Anmerkungen zu diesem Antra gsformular 




Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE96/01016 



Fortsetzung von Feld Nr. II ANMELDER 



Wird keines der folgenden F eider benutzt, so ist dieses Blntt dem Anirag nicht beizufilgen. 



N ame U nd An SC hri ft : ( Familienname. Vomame: bei juristischen Personen vollstandige amitiche Bezeichnung. Bei der Anschrifi sind die Postieitzahl und der Name des Stoats anzugeben. ) 



COY, Johannes 

In den schwarzen Garten 1 

63762 Grossostheim 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



DE 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Name und Anschrift: (Familienname. Vomame; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postieitzahl und der Name des Stoats anzugeben.) 



Velhagen, Iris 
Goethestr . 14 
68723 Schwetzingen 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



DE 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Name und Anschrift: (Familienname, Vomame: bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postieitzahl und der Name des Stoats anzugeben.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



Name und Anschrift: (Familienname. Vomame; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. Bei der Anschrifi sind die Postieitzahl und der Name des Stoats anzugeben.) 



Staatsangeh5rigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


| | Weitere Anmelder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Fortsetzungsblatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1996) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformuiar 



Blatt Nr. 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE96/0101B 



Feld Nr. Ill ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person ist |x 1 Anwalt gemeinsamer Venreter 

unc * [x I isl vom ( von ^ en ) Anmelder(n) bereits friiher bestellt worden und vertritt ihn (sie) auch fur die internationale vorlaufige 
1 1 Priifung. 

I 1 wird hiermit bestellt; eine etwaige friihere Bestellung eines Anwalts/gemeinsamen Vertreters wird hiermit widerrufen. 

□ wird hiermit zusatziich zu dem bereits friiher bestellten Anwalt/gemeinsamen Vertreter, nur fiir das Verfahren vor der 
mit der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragten Behorde bestellt. 



Name und Anschrift: ( Familienname. Vorname: beijuristischcn Personen vollstandige amtliche Bezeichnun g. 

Bei der Anschrift sind die Positeitzahl und der Name des Staats anzugeben.) 

Patentanwalte 
Huber & SchuBler 
Truderinger Str. 246 
81825 Munchen 


Telefonnr.: 

089/42724748 


Telefaxnr.: 

089/42724749 


Fernschreibnr.: 


1 I Dieses Kastchen ist anzukreuzen. wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obigen 
l_J Feld eine spezielle Zustellanschrift angegeben wird. 


Feld Nr. IV ERKLARUNG BETREFFEND ANDERUNGEN 


Der Anmelder wiinscht. daB die mit der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragte Behorde* 



:\ I - 1 die internationale vorlaufige Priifung auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der urspriinglich 
J LJ eingereichten Fassung aufnimmt. 

ii) 1 | die Anderungen nach Artikel 34 

| | der Beschreibung (Anderungen Iiegen bei) 

| 1 der Anspriiche (Anderungen Iiegen bei) 

| | der Zeichnungen (Anderungen Iiegen bei) 
beriicksichtigt. 

iii) I I die beim Internationalen Buro eingereichten Anderungen der Anspriiche nach Artikel 19 beriicksichtigt (Kopie liegt 
I I bei). 

iv) | | die Anderungen der Anspriiche nach Artikel 19 nicht beriicksichtigt, sondern als uberholt ansieht. 

v) I I den Beginn der internationalen vorlaufigen Priifung bis zum Ablauf von 20 Monaten ab dem Priori tatsdatum 
I— J aufschiebt, sofern die Behorde nicht eine Kopie nach Artikel 19 vorgenommener Anderungen oder eine Erkliirung des 

Anmelders erhalt, dafi er keine solchen Anderungen vornehmen will (Regel 69. 1 d)). (Dieses Kastchen darf nur 
angekreuzt werden. wenn die Frist nach Artikel 19 noch nicht abgelaufen ist.) 



Wenn kein Kastchen angekreuzt wird. wird mit der internationalen vorlaufigen Priifung auf der Grundlage der internationalen 
Anmeldung in der urspriinglich eingereichten Fassung begonnen; wenn eine Kopie der Anderungen der Anspriiche nach 
Artikel 19 und/oder Anderungen der internationalen Anmeldung nach Artikel 34 bei der mit der internationalen vorlaufigen 
Priifung beauftragten Behorde eingeht. bevor diese mit der Erstellung eines schriftlichen Bescheids oder des internationalen 
vorlaufigen Priifungsberichts begonnen hat, wird jedoch die geanderte Fassung verwendet. 



Feld Nr. V BENENNUNG VON STAATEN ALS AUSGEWAHLTE STAATEN 



Der Anmelder benennt als ausgewahlte Staaten alle auswahlbaren Staaten (das heifiu alle Staaten, die bestimmt wurden 
und durch Kapitel II des PCT gebunden sind) ausgenommen 



( Mochte der Anmelder bestimmte Staaten nicht auswahlen, sind die Namen oder Zweibuchstaben-Codes dieser Staaten 
auf den obenstehenden Zeilen anzugeben.) 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Blatt 2) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1996) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 4 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE96/01016 


Feld Nr. VI KONTROLLISTE 


Dem Antrag liegen folgende Unterlagen fur die Zwecke der 
internationaJen vorlauflgen Priifung bei: 

1. Anderungen nach Artikel 34 

Beschreibung Blatter 
Anspriiche Blatter 
Zeichnungen Blatter 

2. Begleitschreiben zu den 

Anderungen nach Artikel 34 Blatter 

3. Kopie der Anderungen nach Artikel 19 Blatter 

4. Kopie einer Erklarung nach Artikel 19 Blatter 

5. Sonstige (einzeln auffuhren) : Blatter 


Von der mit der internationalen vorlauflgen Priifung 
beauftragten Behbrde auszufiillen 
erhalten nicht erhaiten 

□ □ 
. □ □ 

□ □ 

□ □ 

□ □ 

□ □ 

□ □ 


Dem Antrag liegen auBerdem die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1. | | unterzeichnete gesonderte Vollmacht 4. jcx | Blatt fur die Gebiihrenberechnung 

2. | | Kopie der allgemeinen Vollmacht 5. | X | sonstige (einzeln auffuhren t: 

3. | | Begrundung fur das Fehlen der Unterschrift Scheck 


Feld Nr. VII UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS, ANWALTS ODER GEMEINSAMEN VERTRETERS 


Der Namejeder unterzeichnenden 
in welchertigenschaftdie Person un 

8 . Janua 

Dr.^Berfn 
Patentan 


Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben. sofern sich dies nicht aus dem Antrag ergibt, 
terzeichnet. 

jt 1997 HUBER & SCHIJSSLER 

"/ a Patentanwalte • Patent Attorneys 
/ // Truderinger StraBe 246 • 81825 Miinchen 
/] MfT " T Ql 089/42 72 47 48 * Fax 089/42 7247 49 

ard Huber 



L 


Datum des tatsachlichen Eingangs des ANTRAGS: 


2. 


Geandertes Eingangsdatum des Antrags aufgrund 
von BERICHTIGUNGEN nach Regel 60.1.b): 


3. 


| 1 Eingangsdatum des Antrags NACH Ablauf von 19 Monaten ab | 1 Der Anmelder wurde 

I— i Prioritatsdatum; Punkl 4 und Punkt 5, unten t finden keine Anwendung. ' ' entsprechend unterrichtet 


4. 


[ | Eingangsdatum des Antrags INNERHALB 19 Monate ab Prioritatsdatum wegen Fristverlangerung nach Regel 80.5. 


5. 


1 1 Das Eingangsdatum des Antrags liegt nach Ablauf von 19 Moniaten ab Prioritatsdatum, der verspatete Eingang ist aber nach 
1 1 Regel 82 ENTSCHULDIGT. 





Antrag vom IPEA erhalten am: 



Formblatt PCT/IPEA/401 (letztes Blatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1996) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



PCT 



KAPITEL H 



BLATT FUR DIE GEBUHRENBERECHNUNG 
Anlage zum Antrag auf Internationale vorlaufige Priifung 



Internationales 

Aktenzeichen PCT/DE96/01016 



Aktenzeichen des 

Anmelders oder An waits K 2337 hu/wd 



Von der mit der internationaien vorlaufigen Priifung 
beauftragten Behorde auszufullen 



Eingangsstempel der IPEA 



Anmelder 



Deutsches Krebsf orschungszentrum 



Berechnung der vorgeschriebenen Gebuhren 

1. Gebuhr fiir die vorlaufige Priifung 

2. Bearbeitungsgebuhr (Anmelder aus einigen Staaten 
haben Anspruch auf eine Ermdfiigung der 
Bearbeitungsgebuhr urn 75%. Hat der Anmelder (oder 
haben alle Anmelder) einen solchen Anspruch, so 
betragt der in Feld B einzutragende Betrag 25 % der 
Bearbeitungsgebuhr,) 

3. Gesamtbetrag der vorgeschriebenen Gebuhren 
Addieren Sie die Betrage in den Feldern 

P und B und tragen Sie die Summe in 

das nebenstehende Feld ein 



Zahlungsart 



□ 

□ 
□ 



Abbuchungsauftrag fiir das 
laufende Konto bei der IPEA 
(siehe unten) 



Scheck 

Postanweisung 
Bankwechsel 




| | Barzahiung 

| | Gebiihrenmarken 

| | Kupons 

| | Sonstige (einzeln angeben), 



Abbuchungsauftrag (diese Zahlungsweise gibt es nicht bei alien Behorden) 

Die IPEA/ | | wird beauftragt, den vorstehend angegebenen Gesamtbetrag der Gebuhren von meinem laufenden 

Konto abzubuchen. 

| [ ( dieses Kdstchen darfnur angekreuzt werden, wenn die Vorschriften der IPEA iiber laufende Konten dieses Verfahren 

erlauben) wird beauftragt, Fehlbetrage oder Uberzahlungen des vorstehend angegebenen Gesamtbetrags 

der Gebuhren meinem laufenden Konto zu be las ten bzw. gutzuschreiben. 



Kontonummer Datum (Tag/Monat/Jahr) Unterschrift 



Formblatt PCTAPEA/401 (Anlage) (Januar 1996) Siehe Anmerkungen zum Blatt fur die Gebuhrenberechnung 



1IN I CKINA 1 1<JIN/\LCIS> ix 13 11 C Jtx \^ 11 C IN O Civ 1^0 I 



Internationales Aktenzeichen 

/DE 96/01016 



'a. klassifizierOng desanmbHwgsgegenstandes 

IPK 6 C12N15/55 C12N9/22 C12N15/70 C12N1/21 C07K16/40 
A61K38/46 A61K48/O0 A61K39/395 G01N33/573 C12Q1/68 

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationaien KJassifikanon und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12N C07K A61K G01N C12Q 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, sowcit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. venvendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezeichnung der Veroffentlichung, sowat erforderlich unter Angabe der in Bctracht kommenden Talc 



Betr. Anspruch Nr. 



WO, A, 90 07572 (GENENTECH INC) 12. Jul i 1990 
siehe Seite 3, Zeile 19 - Zeile 29 
siehe Seite 11, Zeile 26 
7 

siehe Seite 17, Zeile 7 ■ 
Abbildungen 1,2 



1-10 



Seite 16, Zeile 
Zeile 34; 



EMBL Datenbank Eintrag HS068461 
Zugri f f snuimier U06846; 4 Juni 1995 
BIUNNO I. ET AL. : 'Identification of a 
novel gene (XIB) in the human Xq28 region 
XP0O2015292 



1-3 



Weiterc Verdffcntuchungen and der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



" Besondere Kate go ri en von angegebenen Veroffentlichungen : 

"A* Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik deftniert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" al teres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmelde datum veroffentlicht worden ist 

*L" Veroffentlichung, die geeignet ist, cinen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheincn zu lass en, oder durch (tie das VerofTentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbcricht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wic 
ausgefuhrt) 

'O* Veroffentlichung, die sich auf cine mundliche Offenbarung, 

cine Benutzung, cine Ausstellung oder andere Maflnahmen bezieht 

*P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spate re Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmelde datum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mil der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zumVerstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
The one angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dicser Veroffentlichung nicht als ncu oder auf 
crfindehscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" VerofTentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfindehscher Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kate gone in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheliegend ist 

'&.' Veroffentlichung, die Mitglied dcrselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



7.0ktober 1996 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



1 8. 10. 96 



Name und Postanschrift der Internationale Recherchenbehorde 
Euro pais ches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bedienstetcr 



Montero Lopez, B 



FormbUtt PCT/ ISA/3 10 (BUU 2} (Juli 1993) 



Seite 1 von 2 



Internationales Aktenzetchen 



C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ATijKEHENE UNTERLAGEN 



/DE 96/01016 



Kate gone* 


Bezei chnung der VeroffentUchung, soweit crfordcrlich unter Angabe der in Betracht kommenden Talc 


Betr. Anspruch Nr. 




CELL DEATH AND DIFFERENTIATION, 


1-10 


Bd. 3, Nr. 2, 1. April 1996, 






Seiten 199-206, XP000603900 






JOHANNES F. COY ET AL. : "Isolation, 






differential splicing amd protein 






expression of a DNAse on the human X 






chromosome " 






siehe Zusanmenfassung 






siehe Seite 199, rechte Spalte, Absatz 3 - 






Seite 200, linke Spalte, Absatz 3 » 






siehe Seite 201, rechte Spalte, Absatz 3 - 






Seite 202, rechte Spalte, Absatz 1 






siehe Seite 204, rechte Spalte, Absatz 2 




P,X 


— 

GENE (1996), 168(2), 267-70 CODEN: 


1-3 




GENED6; ISSN: 0378-1119, 






1996, XP002015290 






PERGOLIZZI, ROSSANA ET AL: "Cloning of a 






gene encoding a DNase I-like endonuclease 






in the human Xq28 region" 






siehe Zusaimienfassung 






siehe Seite 267, rechte Spalte, Absatz 2 - 






Seite 269, linke Spalte, Absatz 2; 






Abbildung 1 

— — — 




p,x 


HUMAN MOLECULAR GENETICS, 


1-3 




Bd. 4, Nr. 9, September 1995, OXFORD GB, 






Seiten 1557-1564, XP002O15291 






JULIA E. PARRISH ET AL.: "A 






muscle-specific DNAse I-like gene in human 






Xq28" 






siehe Zusanmenfassung 






siehe Seite 1558, linke Spalte, Absatz 3 - 






rechte Spalte, Absatz 1 






siehe Seite 1560, linke Spalte, Absatz 2 - 






rechte Spalte, Absatz 1 






siehe Seite 1560, rechte Spalte, Absatz 4; 






Abbildung 3 





Formbttu PCT/ISA/210 (Fortxeuung von Blati 2) (Juli 1992) 



Seite 2 von 2 



Angaben zu Vcroffcntlichungcn, die zur selbcn Patentfamilie gchdren 



Im RecherchenbericHt 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffentlichung 



Internationales Aktenzeichen 



Mitglied(er) der 
Paxentfamilie 



T/DE 96/01016 



Datum der 
Veroffentlichung 



WO-A-9007572 



12-07-90 



AU-B- 
AU-A- 
CA-A- 
EP-A- 
JP-T- 



630658 
4826590 
2006473 
0449968 
4502406 



05-11-92 
01-08-90 
23-06-90 
09-10-91 
07-05-92 



FormbUu PCT/ISA/210 (Anhang Pitantfamilie)(Juli 1992) 



I Internationales Aktenzeichen 
INTERN ATI OJ^^ER RECHERCHEN B ERI CHT J^PCT/DE96/ 01016 



Feld 



I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt I auf Blatt I) 



Gemafl Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Gninden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt 
weU^^ch^uf Gegenstande^beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, namlich 

"Bemerkung: Obwohl die Anspruche 8-9 sich auf ein Verfahren ^ 
zur Behandlung des menschlichen/ tierischen Korpers (Diagnostizier- 
Verfahren, das am menschlichen/ tierischen Korper vorgenommen 
wird) beziehen, wurde die Recherche' durchgefuhrt und grundete 

□ sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung . " 
CStVie^ch^aufTeUe der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daft eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3 * CeU e^slchdabei urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 

Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt I) 

Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, dafi diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebtthren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der internationalen Anmeldung. 



2 I I Da filr alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
zusatziiche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale Recherchenbehorde nicht zur Zahlung einer solcnen 

Gcbuhr aufgeforderL 

3 I I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeiug entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 1 internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprUche der internationalen Anmeldung, far die Gebuhren entrtchtet warden 

sind, namlich auf die Anspruche Nr. 



I I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeiug entrichtet. Der internationale Recher- 

chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 

fafit 



Bemerkungen hinsichtiich etnes Widerspnichs ^] Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

I [ Die Zahlung zusatzlicher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (l))(Juli 1992) 



PCT 


Internationales' Aktenzeichen 


ANTRA G 

Der Unterzeichnete beantragt, dafl die vorliegende 
internationale Anmeldung nach dem Vertiag toer die 
internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 


Internationales Anmcldcdaturn 


Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 


Patentwesens behandelt wird. 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewunscht) 
(m(a . 12 Zeicken) „ ^ ^ f ^ 


Fcld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Protein mit DNase-Aktivitat 


Feld Nr. U ANMELDER 


Name und Anschrift: (Familiennaxne.Vorname; bei jurists^ 

Bei der Anschrift sind die Pastlcitsahl und der Name des Stoats amugeben.) 

Deutsches Krebsf orschungszentrum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 
69120 Heidelberg 


1 1 Diese Person ist 
1 — ' gleichzeitig Erfinder 

Telefonnr.: 
Teiefaxnr.: 
Fenischreibnr.: 


Staatsangehongkeit (Staat): ^ 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder | J allc Bcstim- (~~| allc Bestiinmungsstaatcn mit Ausnahmc 1 | nur die Vereinigten | I die im Znsatzfeld 

ffcr folgende St&aten: 1 1 mungsstaaten 1 X 1 der Vereinigten Staaten von Amerika 1 1 Staaten von Amcrika 1 1 angcgcbcncn Staaten 


Feld Nr. LD WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift (Familienname, Vorname; bei juristischenPenonenvollsta^ge amdiche Beseichnung. 

Set der Anschrift sind die Posdeitsahl und der Name des Stoats amugeben) 

ZENTGRAF, Hanswalter 
Bluntschlistr . 6 
69115 Heidelberg 


Diese Person ist 
| | nur Anmelder 

| Y | Anmelder und Erfindcr 

I [ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
L_I angekrevsL, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


Staatsangehongkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder j 1 a n c Bcstim- I 1 allc BestiraraungssUatcn mit Ansnahmc \~1 nur die Vereinigten 1 1 die im Zuaatzfbld 

fllr folgendi- Staaitn: | | mtmgsstaatcn 1 1 der Vereinigten Staaten von Amcrika 1 x 1 Slaaten von Amcrika | I angcgcbcncn Staaten 


|^| Wcitere Anmelder und/oder (wcitcrc) Erfindcr sind auf cincm Fortsctzungsblatt angegeben. 


Fcld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hicrmit bcsteilt/ist bcstellt worden, um fur den (die) Anmelder | 1 Anwa j t 1 I gemeinsamer 

vor den zustandigen intemationalen BehOrden in folgender Eigenschaft zu handeln als: 12? — 1 1 — 1 Vertreter 


Name und Anschrift: (FamtiiennamzVomamtbeijurisnschenPersanenw 

Bei der Anschrift sind ale Postleitsahi und der Name des Stoats amugeben.) 

Dr. Bernard Huber 
Grafinger Str. 2 
81671 Munchen 


Telefonnr.: 

089/49057-245 

Teiefaxnr.: 

089/49057288 

Femschreibnr.i 


| 1 Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bcstellt ist und start dessen im obigen Feld 

L_l erne spezielle Zustcllanschrift angegeben ist _ 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 1) (5, Juli 1994; Nachdruck Januar 1996) Siehe Anmerkungen at diesem Antragsformuh 



BlattNr. ? 

Fortsetzung von Feld Nr. m WEITERE ANMELDER UND/ODER (WErTERE) ERFINDER 

Wird keines der folgenden Felder benuizt, so ist dieses BlaH dem Antrag nicht beizufugen. 



Name und Anschrift: fF<muUenname,yorname;btijuristuchtnPenone^ 

Bei der Anschrift sind die Postieitsahi und der Name des Stoats amugebtn) 

POUSTKA, Annemarie 
Werderstr. 36 
69120 Heidelberg 



Dicsc Person ist 
| | nur Anmcldcr 

| x I Anmcldcr und Erfinder 

□ nur Erfindcr (Wird dieses Kastchen 
angekrewt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht ndtig.) 



Staatsangchdrigkeit (Staat): 


- AT 




Sitz odcr Wohnsitz (Sta 


iat): 

• DE 


Dicsc Person ist Anmcldcr I 1 
fur folgende Staaten: L_| 


ailc Bcstim- 
mungsstaaten 


[ | alle Besiimmungsstaaten mit Aiisnahme f~ 1 
1 | der Vereinigtcn Staaten von Amerika 1 x 1 


our die Vercinigtcn 
Staaten von Amerika 


r™~] die im Zusatzfcld 
1 ' angegebenen Staaten 



Name und Anschrift: (FamiUennam^Vorname; beijuristischenPersonen^ 

Bei der Anschrift sind die Postieitsahi und der Name des Stoats amugeben) 



COY, Johannes 

In den schwarzen Garten 1 

63762 Grossostheim 



Dicse Person ist 
| | nur Anmcldcr 

1 v | Anmcldcr und Erfinder 

□ nur Erfindcr (Wird dieses Kastchen 
angekrtuxt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Staatsangehdrigkeit (Staat): 




Sitz oder Wohnsitz (Staat): 






DE 




DE 



Dicse Person ist Anmcldcr [ ] x \\c Bcstim- I I alle Bestimmungsstaaten mit Aiisnahme I I nur die Vercinigtcn I I die im Zusatzfcld 
fur folgende Staaten: | | mungsstaaten | | der Vercinigtcn Staaten von Amerika I y 1 Staaten von Amerika I 1 ingcgebencn Staaten 



Name und Anschrift; (Famitienname. Vorname; beijuristischenPcrsonenwllstandigeam^ 

Bei der Anschrift sind die Postieitsahi und der Name des Stoats amugeben) 

VELHAGEN, Iris 
Goethestr. 14 
68723 Schwetzingen 


Diese Person ist 
j | nur Anmcldcr 

[ x 1 Anmcldcr und Erfindcr 

T~~ H nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreust, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehdrigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 



Diese Person ist Anmelder | I a Uc Bcstim- [ | alle Bestimmungsstaaten mit Aosnahxnc [ | nnr die Vercinigtcn I 1 die im Zwatzfeld 
fur folgende Staaten: I I mimgntaatcn | [ der Veremigtea Staaten von Amerika I X I Staaten von Amerika I I angegebenen Staaten 



Name und Anschrift (FamUenname t VornaTix:beipmstischenPe 

Set der Anschrift sind ale Postieitsahi und der Name des Stoats amugeben) 


Diese Person ist 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

| 1 nur Erfindcr (Wird dieses Kastchen 

1 1 angefatitsX so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehdrigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



Diese Person ist Anmelder | | a i; c Bestim- I I alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme i l nur die Vercinigtcn I | die im Zusatzfcld 
fur folgende Staaten: I I mungsitaaten I I der Vercinigtcn Staaten von Amerika I I Staaten von Amerika 1 1 angegebenen Staaten 



| | Weitere Anmcldcr und/oder (wcitcrc) Erfinder sind auf cinem zusatzlichen Fortsctzungsblatt angegeben. 
Formblatt PCT/RO/101 (Fortsctzungsblatt) (Juii 1993; Nachdruck Januar 1996) Siehe Anmerkungen zv diesem Antragsformular 



Feld Nr. V BESTIMMUNG VOt^FAATEN 



Die folgcndcn Bcstimmungen nach Rcgcl 4.9 Absatz a werden hiennit vorgenommen (bite die entsprechenden Kastchen ankreuien; wenigstens 
tin Kastchen mufi angekreu:t werden): 
Regionales Patent 

fl AP ARIPO-Patcnt: KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SZ Swaziland, UG Uganda und jeder weitere Staat, 
— der Vcrtragsstaat des Hararc-Protokolls und des PCT ist 

□ EA Eurasisches Patent: AZ Aserbaidschan, BY Belarus, KZ Kasachstan, RU Russische Federation, TJ Ta^hikistan, 
TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vcrtragsstaat des Eurasischen Patentubercinkommens und des PCT ist 
BTI EP EuropSisches Patent AT Ostcrrcich, BE Bclgien, CH und LI Schwciz und Liechtenstein, DE Deutechland, 
L - J DK Dancmark, ES Spanien, FR Frankreich, GB Vereinigtes Kdnigreich, GR Gnechenland, IE Iriand IT Italien, 
LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederiande, PT Portugal, SE Schwcden und jeder weitere Staat, der Vcrtragsstaat 
des Europaischen Patenraberemkommens und des PCT ist 
n OA OAPI-Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Zentralafrikanische Republik, CG Kongcu CI Cote d'lvoire, 
1 CM Kamcrun, GA Gabun, GN Guinea, ML Mali, MR Mauretanicn, NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo 
und jeder weitere Staat, der Vcrtragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls cine andere Schutzrechtsart oder em sonstxges 
Verfahren gewunscht wird. bitte auf der gepunkteten Lime angeben) 

Nationales Patent (falls eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewunscht wird bitte auf der gepunkteten Linie angeben): 

| | MD Republik Moldau 



□ 


AL 


□ 


AM 


□ 


AT 


□ 


AU 


r i 

□ 


AZ 


□ 


BB 


□ 


BG 


□ 


BR 


□ 


BY 


n 


CA 


□ 


CH 


□ 


CN 


□ 


CZ 


□ 


DE 


□ 


DK 


□ 


EE 


□ 


ES 


□ 


FI 


□ 


GB 


□ 


GE 


□ 


HU 


□ 


IS 




JP 


□ 


KE 


□ 


KG 


□ 


KP 


□ 


KR 


□ 


KZ 


□ 


LK 


□ 


LR 


□ 


LS 


□ 


LT 


□ 


LU 


□ 


LV 



Albanien 



Ostcrreich Q 

Australicn 

Ascrbaidschan I I 

Barbados □ 

Buigaricn . . . □ 

Brasilien 

□ 

Belarus 

Kanada Q 

□nd LI Schwciz und Liechtenstein Q 

China I I 

Tschechische Republik □ 

Dcutschland I I 

Dfinemark □ 

Estland □ 

Spanien ^] 

Fmnland Q 

Vereinigtes KOnigreich Q 

Gcorgicn □ 

Ungam Q 

Island □ 

Japan I I 

Kcnia □ 

Kirgiststan [x] 

Demokrausche Volksrcpublik Korea 

□ 

Republik Korea Q 

Kasachstan 

Sri Lanka 
Liberia 

Lesotho 

Lttauen 



MG Madagaskar 

MK Die ehcmalige jugoslawischc Republik 

Mazcdonicn 

MN Mongolci 

MW Malawi 

MX Mcxiko 

NO Norwegen 

NZ Neusccland 

PL Polcn 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Federation 

SD Sudan 
SE Schwcden 
SG Singapur 

SI . Slowenien 

SK SIo*vakci 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkci 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vercinigtc Staaten von Amerika 



UZ 
VN 



Usbckistan 
Vietnam . . 



Kastchen fUr die Bestimmung von Staaten (Kir die Zwecke cines 
nationalcn Patents), die dem PCT nach der VerOffentlichung 
dieses Formbiatts beigetretcn sind: 

□ 

□ 



Luxemburg 

□ 

Lettland d 



Zusatzlich zu den oben genannten Bestonmungen nimmt der Anmddcr nach Rcgel 4.9 Abaatz b auch aUe andercn nach dem 

PCT zulassigen Bcstimmungen vor mit Ausnahme der Bestimmung von ! ■ — * 

Der Anmddcr crklart dafi dicse zusatziichen Bestimmungen unter dem Vorbchalt cincr Bestfitigung stehen und jedc zusatzlichc 
Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum nicht bestttigt wurdc, nach Ablauf dicser Fnst als vom 
Anmclder zuruckgenommen gilt (Die BestMgung eintr Bestimmung erfolgt durch aw Emreid^dner^ittali^m der £ese Bestimmung angegeben wtrd, 
und cBe Zabkng der BesammungS' und der Bestdtigungsgebuhr. Die Bestatigung mufi beim Anmeideamt innerhalb der Frist von 15 Monaten angenen.) 



Formbiatt PCT/RO/101 (Blatt 2) (Januar 1996) 



Siehc Anmerkurtgen zu dicsem Antra gsformular 



Fcld Nr. VI PRIOtUTATSANSP! 



Blatt Nr. 



Weitere Prioritatsanspr3^fc^id im Zusatzfeld angegcbcn. | " 



Die Prioritat dcr folgcndcn frilhcrcn Anmcidung(cn) wird hicrmit bcansprucht 



Staat 

(Anmelde- oder Bestimmungsstaat 
der Anmeldung) 



Anmcldcdatum 
(T ag/Ki onat/Jakr) 



Aktenzeichen 



Anmeldeamt 

(nur bei regionaler oder 
internationaier Anmeldung) 



(1) 



Deutschland 



9-Juni 1995 



195 21 046.8 



(2) 



P) 



Dieses Kdstchenajikreuzen, wenn die bevlaubigte Kopie derjruhtren Anmeldung von dem Ami ausgestelh werden soil das fir die Zwecke dieser iriternationalen Anmeldung 
Anmeldeamt ist (cine Gebuhr kann vcriangt wtrden): ^ 1 

□ Das Anmeldeamt wird hicrmit ersucht, cine bcgiaubjgte Abschnft dcr oben m Zetle(n) . — . 
bezeichneten frflheren Anmeldung(cn) zu crstcllen und dem* Intemationalen BOro zu Qbcrmitteln. 



Fcld Nr. VH INTERNATIONALE RECHERCHENBEH6RDE 



EPA 



Wahl der Internationalen Recherche nbehdrde (ISA) (Sind zwei oder mehr Internationale 
Recherchenbehorden fir die Internationale Recherche zustdndig, ist der Name der Behdrde amugeben, 

die die intemationaie Recherche dwrchjukren soil; Zweibuchstaben-Code gerwgt); lb A I 

Frflhere Recherche: AuszufiUlen, wenn eine Recherche (intemationaie Recherche, Recherche internationaier Art oder sonstige Recherche) bereits 
beldJZernalS beantragt oder Ion ih* durchgefihrt worden ist unddiese Behorde nun ^^^^^ffA 

Reche^hewweitwie moglich auf die Ergebnisse finer solchen fi^erenl(echerche zu stutzen. Die Recherche oder der Recherchenantrag tst durcn 
Angabe der betreffenden Anmeldung (bzw. dcrcn Uberseaung) oder des Recherchenantrags zu bezeichnen, 
Staat (oder rcgionales Amt): Datum (Tag/Monat/Jahr) : Aktcnzeichen: 



Feld Nr. Vm KONTROLLISTE 



Diese intemationaie Anmeldung umfaflt: 



1. Antrag 


4 


Blatter 


2. Beschreibung 


10 


Blatter 


3. Anspruche 


1 


Blatter 


4. Zusammenfassung 


1 


Blatter 


5. Zeichnungen 


1 


Blatter 


Insgesamt 


17 


Blatter 



Dieser intemationalen Anmeldung liegen die nachstchend angekreuzten Unteriagen bei: 

1 1 I Unterzcichnete gesondertc 5 I I B| att fur die GebQhrenberechnung 
l " I I Vollmacht J - ULJ 

2 n Kopie dcr allgemcinen 6. I I P^ nd &J&£™ zu hintcr- 
2 - I I Vollmacht > ' Mikroorgamsmcn 

3. ("I Begrundung fur das Fehlen 7. I I Scquenzprotokoile fur ^J^de 
I | der Unterschrift ' ' und/odcr Aminosauren (Diskette) 

4. I I Prioritatsbcleg(e) (durch R. fx I Sonstige (einzeln auffuhren): 
1—1 die Zeilertnummer von Feld 1 ' 

Nr. VI kennzeichnen): Text f . Pripbeleg 



Abbildung Nr. 



dcr Zeichnungen (falls vorhanden) soil mit der Zusammenfassung vertffentlichi werden. 



Feld Nr. K UNTERSCHRIFT DES ANMEI J)ERS ODER DES ANWAJLTS 

Der Name jeder unteneichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist amugeben, sofern sich dies nicht eindeutig aus dem Antrag 
ergibt, in weicher Sigenschqft die Person unterteichneL 




Munchen, 10.6.1996 



1 . Datum dcVlatsachlichen Eingangs dieser 
intemationalen Anmeldung: 



Vom Anmeldeamt auszufDllcn . 



3. Geandcrtcs Eingangsd&tum aufgrund nachtraglich, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unteriagen oder Zeichnungen 
zur vcrvollslandigung dieser intemationalen Anmcidung: 



4. Datum des fristgerechten Eingangs der angefordcrten 
Richngsteilungen nach Artikel 11(2) PCT: 



2. Zeichnungen 

□ einge- 
gangen: 



□ 



nicht ein- 
gegangen: 



5. Vom Anmeider benannte 

Intemationaie RecherchenbehOrde: 



ISA/ 



6. I | Obcrmittiung des Rcchcrchcn exemplars bis zur 
I I Zahlung der RcchcrchcngcbQhr auFgcschobcn 



Datum des Eingangs des Aktcnexemplars 
betm Intemationalen BQro: 



. Vom Intemationalen BQro auszufMen . 



Formblatt PCT/RO/101 (letztcs Blatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1996) 



Siehe Anmerhmgen zu diesem Antragsformular 



Dieses Blatt ist Teil und zOhlt nicht ais Blatt der international Anmeldung. 



PCT 



BLATT FUR DIE GEBUHRENBERECHIVUNG 
Anhang zum Antrag 



AJctcnzcichcn des Anmelders 
oder AnwaJts 



K 2337 Wd 



Von Anmeldeamt auszufullen 



Internationales AJctcnzcichcn 



Eingangsstempci des Anmeldeamts 



Anmclder 



Deutsches Krebsforschungszentrum et al. 



BERECHNUNG DER VORG ESCHRIEB ENEN GEBCHREN 

1. OBERMITTLUNGSGEBOHR 

2. RECHERCHENGEBOHR 

Die intemationale Recherche ist durchzufuhren von 



150 



EPA 



2400 



(Strut zwei oder mehr Internationale Recherchenbehdrden fur die Internationale Recherche zustandig. 
ist der Name derBehdrde amugeben, die die intemationale Recherche aurchfukren solL) 

:v" : !i. INTERNATIONALE GEBOHR 



GrundgebQhr 

Die intemationale Anmeldung enthalt 17 



Blatter. 



umfaflt die erstcn 30 Blatter 



955 



Si 



Anzahl der Blatter 
flber 30 



Zusatzblattgcbuhr 



8« 



Addieren Sie die in Feld g, und g, eingctragenen 
Betrage, und tragen Sie die Summc in Fcld G cin 

Bestimmungsgebabren 
Die intemationale Anmeldung enthalt 3 

3 x 232 



Bestimmungen. 



696 



Bcstimmungsgebuhr 



Anzahl derzu zahlenden 
BcstimraungsgebQhrcn (maximal 11) 

Addieren Sie die in Feld G und B eingetragenen 
Betrage, und tragen Sie die Summc in Fcld I cin 



B 



1651 



(Anmelder cms dntgen Staaten habenAnspruchauf ane Ermafligmg der iiaernaaonalen Gebuhr van 
73%. Hat der Anmelder (oder habenalle Anmelder) einensolchenAmprucK so betrdpder in Feld I 
dmutragend* Gesamtbetrag25fi derSumme derinfeldG undB em g e o tyvmn Betrtige.) 

GEBOHR FOR PRIORITATSBELEG 

GESAMTBETRAG DER ZU ZAHLENDEN GEBOHREN 

Addieren Sie die in Feldern O, R, I und P eingetragenen Betrage, 

und tragen Sie die Summc in das nebenstehende Feld cin 
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4236,— 



INSGESAMT 



[ | Die BestimmungsgebQhrcn wcrden jetzt noch nicht gezahlt 



ZAHLUNGSWEISE 

| | Abbuchungsauftrag (siehe unten) |^| Bankwechscl 

| | Scheck folgt Q Barzahlung 

| | Postanweisung | | Gebuhrenmarken 



pons 



| | Kupc 
| | Sonstige (einzeln artgeben): 



ABBUCHUNGSAUFTRAG (diese Zahlungsweue gibt es nicht bet alien Anmeldeamtern) 



Das Anmcldcamt/ 



□ 
□ 
□ 



wird beauftragt, den vorstchend angegebenen Gesamtbetrag der GcbQhrcn von mcincm laufenden 
Konto abzubuchen. 

wird beauftragt, Fehlbctrage odcr Obcrzahlungen des vorstchend angegebenen Gesamtbetrags der 
GcbQhren laufenden Konto zu bciastcn bzw. gutzuschreiben. 

wird beauftragt, die Gebuhr fur die Ausstcllung des Priori tatsbclcgs und seine Obermittlung an das 
Internationale Bflro der WTPO von mcincm laufenden Konto abzubuchen. 



Kontonummer 



Datum (TagfUonatfJakr) 



Untcrschrift 



Formblatt PCT/RO/101 (Anhang) (Januar 1996) 



Siehe Anmerkungert zum Blatt Jur die Gebuhrertbercchrtung 



K2337 



Deutsches Krebsforschungszentrum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 
69120 Heidelberg . 

Protein mit DNase-Aktivitat 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Protein mit DNase-Aktivitat, eine ein 
solches kodierende DNA und ein Verfahren zur Herstellung eines soichen. Ferner 
betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des Proteins sowie gegen 
das Protein gerichtete Antikorper. 

Es ist bekannt, da& viele Zellen einen programmierten Zelltod erleiden. Dieser 
Zelltod wird mit Apoptose bezeichnet. Er findet sich z.B. bei der Organentwick- 
lung und Metamorphose, der Gewebeatrophie und Tumorregression. Apoptose 
ist mit einer Kondensation des Cytoplasmas, einem Verlust von Plasmamem- 
branvilli, einer Segmentation des Kerns und insbesondere einem extensiven 
Abbau chromosomaler DNA verbunden. Letzteres zeigt sich darin, daS in apop- 
totischen Zellen eine "Leiter" von DNA-Fragmenten, insbesondere der GroSe von 
mehr als 600 kb, 50-300 kb und 50 kb, vorliegt. Bisher ist nicht bekannt, 
welche Mechanismen fur den Abbau der chromosonalen DNA verantwortlich 
sind. Dies ware aber notwendig, um Apoptose besser verstehen und gegebe- 
nenfalls MaBnahmen fur oder gegen sie ergreifen zu konnen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mit dem der Abbau chromosomaler DNA in apoptotischen Zellen unter- 
sucht werden kann. 

ErfindungsgemaS wird dies durch die Bereitstellung der Gegenstande in den 
Patentanspruchen erreicht. 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Protein mit DNase-Aktivitat, 
das die Aminosauresequenz von Fig. 1 oder ein funktionelles Derivat oder 
Fragment davon umfafct. 

Der Ausdruck "DNase-Aktivitat" weist daraufhin, daS das Protein einzel- und/- 
oder doppelstrangige DNA schneiden kann. i 

Der Ausdruck "funktionelles Derivat oder Fragment" umfafct jegliches Derivat 
oder Fragment der Aminosauresequenz von Fig. 1 , das eine DNase-Aktivitat 
aufweist. Auch kann die Aminosauresequenz von Fig. 1 Additionen, Substitutio- 
nen und/oder Deletionen von ein oder mehreren Aminosauren aufweisen, was 
auch fur die funktionellen Derivate oder Fragmente davon gilt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine fur ein vorstehendes 
Protein kodierende Nukleinsaure. Dies kann eine RNA oder eine DNA sein. 
Letztere kann z.B. eine genomische DNA oder eine cDNA sein. Bevorzugt ist 
eine DNA, die folgendes umfaSt: 

(a) die DNA von Fig. 1 oder einen Teil davon, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten genetischen 
Code verwandte DNA. 

Der Ausdruck "hybridisierende DNA" weist auf eine DNA hin, die unter ublichen 
Bedingungen, insbesondere bei 20°C unter dem Schmelzpunkt der DNA, mit 
einer DNA von (a) hybridisiert. 

Die DNA von Fig. 1 wurde bei der DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganis- 
men und Zellkulturen) als JFC4 unter DSM 9993 am 23. Mai 1995 hinterlegt. 

Nachstehend wird eine erfindungsgemaSe DNA in Form einer cDNA beschrieben. 
Diese steht beispielhaft f ur jede unter die vorliegende Erfindung fallende DNA. 



Zur Herstellung einer erfindungsgema&en cDNA ist es giinstig, von einer Cos- 
mid-Bibliothek, z.B. q1Z (vgl. Dietrich, A. et aL, Nucleic Acids Res. 19, (1991), 
2567-2572) auszugehen, von der Klone die Region Xq27.3-Xqter des mensch- 
lichen Genoms umfassen. Solche Klone werden auf einer Filtermembran fixiert 
und mit markierten, aus mRNA von Schweinegeweben, z.B. Gehirn, Muskel, 
Leber, durch reverse Transkription erhaltenen cDNA-Pools hybridisiert (vgl. Coy, 
J.F. et aL, Mammalian Genome 5, (1994) 131-137). Diejenigen Klone, die mit 
den cDNA-Pools ein Hybridisierungssignal aufweisen, werden zum Screening 
einer menschlichen cDNA-Bibliothek, z.B. von fotalem Gehirngewebe, verwen- 
det. Hierfur eignet sich besonders die cDNA-Bibliothek /i-Zap, Stratagene, Kat.- 
Nr. 936206. Es wird eine erfindungsgemafie cDNA erhalten. 

Eine erfindunggemaSe cDNA kann in einem Vektor bzw. Expressionsvektor 
vorliegen. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines Ex- 
pressionsvektors fur E. coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, 
pET3b und pQE-8, wobei letzterer bevorzugt ist. Fur die Expression in Hefe sind 
z.B. pY100 und Ycpadl zu nennen, wahrend fur die Expression in tierischen 
Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4, anzugeben sind. Fur die Ex- 
pression in Insektenzellen eignet sich besonders der Baculovirus-Expressions- 
vektor pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, um eine, erfindungsgemaSe, in einem 
Expressionsvektor vorliegende cDNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen 
umfassen die E.coli-Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM 109, BL21 und 
SG 13009, wobei letzterer bevorzugt ist, den Hefe-Stamm Saccharomyces 
cerevisiae und die tierischen Zellen L, 3T3, FM3A, CHO, COS, Vero und HeLa 
sowie die Insektenzellen sf9. 

Der Fachmann weiB, in welcher Weise eine erfindungsgemaSe cDNA in einen 
Expressionsvektor inseriert werden muR. Ihm ist auch bekannt, daS diese DNA 
in Verbindung mit einer fur ein anderes Protein bzw. Peptid kodierenden DNA 
inseriert werden kann, so daft die erfindungsgemaSe cDNA in Form eines Fu- 



sionsproteins exprimiert werden kann. 



Des weiteren kennt der Fachmann Bedingungen, transformierte bzw. trans- 
fizierte Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das durch die 
erfindungsgemafce cDNA exprimierte Protein zu isolieren und zu reinigen. Ein 
solches Protein, das auch ein Fusionsprotein sein' kann, ist somit ebenfalls 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehen- 
des Protein bzw. Fusionsprotein gerichteter Antikorper. Ein solcher Antikorper 
kann durch ubliche Verfahren hergestellt werden. Er kann polyklonal bzw. 
monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es gunstig, Tiere, insbesondere 
Kaninchen oder Huhner fur einen polyklonalen und Mause fur einen monoklona- 
len Antikorper, mit einem vorstehenden (Fusions)protein oder Fragmenten davon 
zu immunisieren. Weitere "Booster" der Tiere kohnen mit dem gleichen (Fu- 
sionsprotein oder Fragmenten davon erfolgen. Der polyklonale Antikorper kann 
dann aus dem Serum bzw. Eigelb der Tiere erhalten werden. Fur den monoklo- 
naien Antikorper werden Milzzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert. 

Ein bevorzugter Antikorper der vorliegenden Erfindung, namlich der monoklonale 
Antikorper 11/78/1, wurde bei der DSM unter DSM ACC2211 am 26. April 
1 995 hinterlegt. 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht es, den Abbau chromosomaler DNA in 
apoptotischen Zellen zu untersuchen. Diese Untersuchung kann an isolierten 
Korperflussigkeiten einer Person durchgefuhrt werden. Mit einem erfindungs- 
gemafcen Antikorper kann eine fur vorstehenden Abbau verantwortliche DNase 
nachgewiesen werden. Ferner kann mit einem erfindungsgemaSen Protein ein 
gegen diese DNase gerichteter Autoantikorper nachgewiesen werden. Beide 
Nachweise konnen durch ubliche Verfahren, insbesondere einen Western Blot, 
einen ELISA, eine Immunprazipitation oder durch Immunfluoreszenz, erfolgen. 
Desweiteren kann mit einer erfindungsgemafcen Nukleinsaure, insbesondere 



einer DNA und hiervon abgeleiteten Primern, die Expression des fur vorstehende 
DNase kodierenden Gens nachgewiesen werden. Dieser Nachweis kann in 
ublicher Weise, insbesondere in einem Southern Blot, erfolgen. 

Daruberhinaus eignet sich die vorliegende Erfindung,.MaSnahmen fur oder gegen 
Apoptose, zu ergreifen. Diese MaSnahmen umfassen die Verabreichung eines 
erfindungsgema&en Gegenstandes an eine Person. Mit einem erfindungsgema- 
(Sen Antikorper kann eine vorstehende DNase inhibiert werden, wodurch der 
Abbau von chromosomaler DNA verhindert wird. Andererseits kann mit einem 
erfindungsgemaSen Protein, insbesondere nach Kopplung an ein vom Korper 
nicht als fremd angesehenes Protein, z.B. Transferrin oder BSA, dieser Abbau 
gefordert werden, was sich insbesondere zur Behandlung von Tumorzellen 
eignen wurde. Entsprechendes kann auch mit einer erfindungsgemaBen Nu- 
kleinsaure, insbesondere einer DNA, erreicht werden, die unter die Kontrolle 
eines in bestimmten Geweben, z.B. Tumoren, induzierbaren Promotors gestellt 
wird und nach ihrer Expression zur Bereitstellung eines erfindungsgemaBen 
Proteins in diesen Geweben fiihrt. Daruberhinaus kann eine erfindungsgemaBe 
Nukleinsaure, insbesondere eine DNA, auch zur Inhibierung einer vorstehenden 
DNase genutzt werden. Hierzu wird die Nukleinsaure, z.B. als Basis fur die 
Erstellung von Anti-Sinn-Oligonukleotiden zur Expressions-lnhibierung der fur 
vorstehende DNase kodierenden Gens verwendet. 

Die vorliegende Erfindung stellt somit einen groBen Beitrag zur diagnostischen 
und therapeutischen Erfassung von Apoptose dar. 

Kurze Beschreibung der Zeichnung: 

Fig. 1 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosaurese- 

quenz eines erfindungsgemaBen Proteins mit DNase-Aktivitat. 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele erlautert. 



Beispiel 1 : Herstellung und Reinigung eines erfindungsgemafcen Proteins 



Zur Herstellung eines erfindungsgemaSen Proteins wurde die DNA von Fig. 1 als 
Template verwendet. Es wurde ein PCR-Verfahren durchgefuhrt. Als Primer-Paar 
wurde verwendet: 5'-CAGGGATCCGATGACGATGACAAAATGCACTACCCAAC 
TGCAC-3' und 5'-GGGGGATCCTCAGGCAGCAGGGCACAG-3'. Der PCR-Ansatz 
bzw. die PCR-Bedingungen waren wie folgt: 



PCR-Ansatz 

Template DNA (Fig. 1) 

Pfu-Polymerase 1 0x-Puffer 

DMSO 

dNTP's 

Oligonukleotide, je 1,5/vl 
H 2 0-bidest 



1//I = 1 ng 
10//I = 1 x 
10//I = 10 % 
1//L = je 200//M 
3//I = je 1 50 ng 
ad 99//I 



PCR-Bedingungen 

- 92°C - 5 min 

- Zugabe von 1//I Pfu-Polymerase (Stratagene) = 2,5 Einheiten 

- Zugabe von Paraffin 



PCR 

92°C 1 min 

58°C 1 min ^ 1 Zyklus 
72°C 10 min 
92°C 1 min 

58 °C 1 min } 39 Zyklen 
72°C 2 min 
72°C 10 min 1 Zyklus 



Die amplifizierte DNA wurde mit BamHI gespalten und in die einzige BamHI- 



Stelle des Expressionsvektors pQE-8 (Diagen) inseriert. Es wurde das Expres- 
sionsplasmid pQ/DNaseX erhalten. Dieses kodiert fur ein Fusionsprotein aus 6 
Histidin-Resten (N-Terminuspartner) und dem erfindungsgemaSen Protein von 
Fig. 1 (C-Terminuspartner). pQ/DNaseX wurde zur Transformation von E.coli SG 
13009(vgl. Gottesman, S. et al., J. Bacteriol. 148, ,{1981), 265-273) verwen- 
det. Die Bakterien wurden in einem LB-Medium mrt 100//g/ml Ampicillin und 
25//g/ml Kanamycin kultiviert und 4 h mit 60//M Isopropyl-S-D-Thiogalactopyra- 
nosid (IPTG) induziert. Durch Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlorid wurde eine 
Lyse der Bakterien erreicht, anschlieSend wurde mit dem Lysat eine Chromato- 
graphic (Ni-NTA-Resin) in Gegenwart von 8 M Harnstoff entsprechend der 
Angaben des Herstellers (Diagen) des Chromatographie-Materials durchgefiihrt. 
Das gebundene Fusionsprotein wurde in einem Puffer mit pH 3,5 eluiert. Nach 
seiner Neutralisierung wurde das Fusionsprotein einer 18 % SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophoreseunterworfen und mit Coomassie-Blau angefarbt (vgl. Thomas, 
J.O. und Kornberg, R.D., J.Mol.BioL 149 (1975), 709-733). 

Es zeigte sich, daS ein erfindungsgema&es (Fusions)protein in hochreiner Form 
hergestellt werden kann. 

Beispiel 2: Herstellung eines erfindungsgemaBen Antikorpers 

Ein erfindungsgemaBes Fusionsprotein von Beispiel 1 wurde einer 1 8 % SDS- 
Polyacrylamid-Gelelektrophoreseunterzogen. Nach Anfarbungdes Gels mit 4 M 
Natriumacetat wurde eine 35 kD Bande aus dem Gel herausgeschnitten und in 
Phosphat gepuff erter Kochsalzlosung inkubiert. Gel-Stucke wurden sedimentiert, 
bevor die Proteinkonzentration des Oberstandes durch eine SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese, der eine Coomassie-Blau-Farbung folgte, bestimmt wurde. 
Mit dem Gel-gereinigten Fusionsprotein wurden Tiere wie folgt immunisiert: 

Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Kaninchen 

Pro Immunisierung wurden 35//g Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,7 ml PBS 
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und 0,7 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag O: 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 14: 2. Immunisierung {inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 28: 3. Immunisierung (icFA) 

Tag 56: 4. Immunisierung (icFA) 

Tag 80: Ausbluten ■ 

Das Serum des Kaninchens wurde im Immunoblot getestet. Hierzu wurde ein 
erfindungsgema&es Fusionsprotein von Beispiel 1 einer SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese unterzogen und auf ein Nitrocellulosefilter ubertragen (vgl. 
Khyse-Andersen, J., J. Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die 
Western Blot-Analyse wurde wie in Bock, C.-T. et al., Virus Genes 8, (1994), 
215-229, beschrieben, durchgefuhrt. Hierzu wurde das Nitrocellulosefilter eine 
Stunde bei 37 °C mit einem ersten Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper war 
das Serum des Kaninchens (1:10000 in PBS). Nach mehreren Waschschritten 
mit PBS wurde das Nitrocellulosefilter mit einem zweiten Antikorper inkubiert. 
Dieser Antikorper war ein mit alkalischer Phosphatase gekoppelter monoklonaler 
Ziege Anti-Kaninchen-lgG-Antikorper (Dianova) (1:5000) in PBS. Nach 30- 
miniitiger Inkubation bei 37 °C folgten mehrere Waschschritte mit PBS und 
anschlieSend die alkalische Phosphatase-Nachweisreaktion mit Entwicklerlosung 
(36//M 5' Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat, 400//M Nitroblau-tetrazolium, 
100mM Tris-HCI, pH 9.5, 100 mM NaCI, 5 mM MgCI 2 ) bei Raumtemperatur, bis 
Banden sichtbar waren. 

Es zeigte sich, da& erfindungsgemafce, polyklonale Antikorper hergestellt werden 
konnen. 

Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Huhn 



Pro Immunisierung wurden 40jt/g Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,8 ml PBS 
und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 



Tag O. 
Tag 28: 
Tag 50: 



1 . Immunisierung (komplettes Freund's Acljuvans) 

2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

3. Immunisierung (icFA) 



Aus Eigelb wurden Antikorper extrahiert und im Western Blot getestet. Es 
wurden erfindungsgemaSe, polyklonale Antikorper riachgewiesen. 

Immunisierungsprotokoll fur monoklonale Antikorper der Maus 

Pro Immunisierung wurden 12//g Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,25 ml PBS 
und 0,25 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt; bei 
der 4. Immunisierung war das Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) gelost. 

Tag O. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 56: 3. Immunisierung (icFA) 

Tag 84: 4. Immunisierung (PBS) 

Tag 87: Fusion 

Uberstande von Hybridomen wurden im Western Blot getestet. Erfindungs- 
gemaSe, monoklonale Antikorper wurden nachgewiesen. Einer davon, 1 1 /78/1 , 
wurde bei der DSM unter DSM ACC 221 1 am 26. April 1995 hinterlegt. 

Beispiel 3: Nachweis der DNase-Aktivitat eines erfindungsgemaRen Proteins 

Es wurde ein DNase-Aktivitatstest entsprechend des Verfahrens von Rosenthal, 
A.L. & Lacks, S.A., Anal. Biochem. 80, (1977), 76-90 mit Modifikationen 
durchgefuhrt. Hierzu wurde ein 18 % SDS-Polyacrylamid-Gel hergestellt, das 
2mM EDTA und denaturierte Lachs-Testis DNA oder Hefe RNA bis zu einer 
Endkonzentration von 10 //g/ml im Trenn- und Sammelgel enthielt. Proben 
wurden denaturiert, indem sie 4 min in Laemmli-Probenpuffer, der 5 % 2-Mer- 
captoethanol enthielt, gekocht wurden. Als Proben wurde ein erfindungsgema- 
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Bes Protein (von Beispiel 1) und Rinder-DNase 1 (Kontrolle) verwendet. Als 
Proteinmarker wurde eine 10 kd Leiter (Gibco BRL) verwendet, die in dem 
gleichen Gel aufgetrennt wurde, nach der Elektrophorese ausgeschnitten und mit 
Coomassie-Blau angefarbt wurde. Zur Entfernung des SDS nach der Elektropho- 
rese wurde das die Proben enthaltende Gel 4 x 30 min mit 100 ml 40mM Tris- 
HCI, pH 7,6, gewaschen und uber Nacht bei Raumtemperatur in 40 mM Tris- 
HCI, pH 7,6, mit 0,02 % Natriumazid und 2 mM MgCI 2 , 2mM CaCI 2 bzw. mit 
2mM MgCI 2 , 2 mM ZnCI 2 inkubiert. Zum Nachweis der enzymatischen Aktivitat 
wurde der Puffer gewechselt und Ethidiumbromid bis zu einer Endkonzentration 
von 2jjg/m\ hinzugegeben. Das Gel wurde periodisch auf einem langwelligen UV- 
Licht untersucht und photographiert. 

Es zeigte sich, dafi ein erfindungsgemaSes Protein eine DNase- Aktivitat auf- 
weist. 



Patentanspruche 

Protein mit DNase-Aktivitat, umfassend die Aminosauresequenz von Fig. 
1 oder ein funktionelles Derivat oder Fragment davon. 

DNA, kodierend fur das Protein nach Anspruch 1 . 

DNA nach Anspruch 2, wobei die DNA umfa&t: 

(a) die DNA von Fig. 1 oder einen Teil davon, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten geneti- 
schen Code verwandte DNA. 

Expressionsplasmid, umfassend die DNA nach Anspruch 2 oder 3. 

Transformante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 4. 

Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 1 , umfassend die 
Kultivierung der Transformante nach Anspruch 5 unter geeigneten Bedin- 
gungen. 

Antikorper, gerichtet gegen das Protein nach Anspruch 1 . 

Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 als Reagens zur Diagnose 
und/oder Therapie. 

Verwendung der DNA nach Anspruch 2 oder 3 als Reagens zur Diagnose 
und/oder Therapie. 

Verwendung des Antikorpers nach Anspruch 9 als Reagens zur Diagnose 
und/oder Therapie. 



Deutsches Krebsforschungszentrum 
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Protein mit DNase-Aktivitat 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Protein mit DNase-Aktivitat, eine ein 
solches kodierende DNA und ein Verfahren zur Herstellung eines solchen. Ferner 
betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des Proteins sowie gegen 
das Protein gerichtete Antikorper. 

Es ist bekannt, daS viele Zellen einen programmierten Zelltod erleiden. Dieser 
Zelltod wird mit Apoptose bezeichnet. Er findet sich z.B. bei der Organentwick- 
lung und Metamorphose, der Gewebeatrophie und Tumorregression. Apoptose 
ist mit einer ^Condensation des Cytoplasmas, einem Verlust von Plasmamem- 
branvilli, einer Segmentation des Kerns und insbesondere einem extensiven 
Abbau chromosomaler DNA verbunden. Letzteres zeigt sich darin, daS in apop- 
totischen Zellen eine "Leiter" von DNA-Fragmenten, insbesondere der GroSe von 
mehr als 600 kb, 50-300 kb und 50 kb, vorliegt. Bisher ist nicht bekannt, 
welche Mechanismen fur den Abbau der chromosonalen DNA verantwortlich 
sind. Dies ware aber notwendig, urn Apoptose besser verstehen und gegebe- 
nenfalls MaSnahmen fur oder gegen sie ergreifen zu konnen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mit dem der Abbau chromosomaler DNA in apoptotischen Zellen unter- 
sucht werden kann. 

ErfindungsgemaS wird dies durch die Bereitstellung der Gegenstande in den 
Patentanspruchen erreicht. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Protein mit DNase-Aktivitat, 
das die Aminosauresequenz von Fig. 1 oder ein funktionelles Derivat oder 
Fragment davon umfaSt. 

Der Ausdruck "DNase-Aktivitat" weist daraufhin, daB das Protein einzel- und/- 
oder doppelstrangige DNA schneiden kann. 

Der Ausdruck "funktionelles Derivat oder Fragment" umfaSt jegliches Derivat 
oder Fragment der Aminosauresequenz von Fig. 1 , das eine DNase-Aktivitat 
aufweist. Auch kann die Aminosauresequenz von Fig. 1 Additionen, Substitutio- 
nen und/oder Deletionen von ein oder mehreren Aminosauren aufweisen, was 
auch fur die funktionellen Derivate oder Fragmente davon gilt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine fur ein vorstehendes 
Protein kodierende Nukleinsaure. Dies kann eine RNA oder eine DNA sein. 
Letztere kann z.B. eine genomische DNA oder eine cDNA sein. Bevorzugt ist 
eine DNA, die folgendes umfafit: 

(a) die DNA von Fig. 1 oder einen Teil davon, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten genetischen 
Code verwandte DNA. 

Der Ausdruck "hybridisierende DNA" weist auf eine DNA hin, die unter ublichen 
Bedingungen, insbesondere bei 20°C unter dem Schmelzpunkt der DNA, mit 
einer DNA von (a) hybridisiert. 

Die DNA von Fig. 1 wurde bei der DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganis- 
men und Zellkulturen) als JFC4 unter DSM 9993 am 23. Mai 1995 hinterlegt. 



Nachstehend wird eine erfindungsgemaBe DNA in Form einer cDNA beschrieben. 
Diese steht beispielhaft fur jede unter die vorliegende Erfindung fallende DNA. 
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Zur Herstellung einer erfindungsgemaGen cDNA ist es gunstig, von einer Cos- 
mid-Bibliothek, z.B. q1Z (vgl. Dietrich, A. et al., Nucleic Acids Res. 19, (1991), 
2567-2572) auszugehen, von der Klone die Region Xq27.3-Xqter des mensch- 
lichen Genoms umfassen. Solche Klone werden auf einer Filtermembran fixiert 
und mit markierten, aus mRNA von Schweinegeweben, z.B. Gehirn, Muskel, 
Leber, durch reverse Transkription erhaltenen cDNA-Pools hybridisiert (vgl. Coy, 
J.F. et al., Mammalian Genome 5, (1994) 131-137). Diejenigen Klone, die mit 
den cDNA-Pools ein Hybridisierungssignal aufweisen, werden zum Screening 
einer menschlichen cDNA-Bibliothek, z.B. von fotalem Gehirngewebe, verwen- 
det. Hierf ur eignet sich besonders die cDNA-Bibliothek A-Zap, Stratagene, Kat.- 
Nr. 936206. Es wird eine erfindungsgemaSe cDNA erhalten. 

Eine erfindunggemaSe cDNA kann in einem Vektor bzw. Expressionsvektor 
vorliegen. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines Ex- 
pressionsvektors fur E. coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, 
pET3b und pQE-8, wobei letzterer bevorzugt ist. Fur die Expression in Hefe sind 
z.B. pY100 und Ycpadl zu nennen, wahrend fur die Expression in tierischen 
Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4, anzugeben sind. Fur die Ex- 
pression in Insektenzellen eignet sich besonders der Baculovirus-Expressions- 
vektor pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, urn eine, erfindungsgema&e, in einem 
Expressionsvektor vorliegende cDNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen 
umfassen die E.coli-Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM 109, BL21 und 
SG 13009, wobei letzterer bevorzugt ist, den Hefe-Stamm Saccharomyces 
cerevisiae und die tierischen Zellen L, 3T3, FM3A, CHO, COS, Vero und HeLa 
sowie die Insektenzellen sf9. 

Der Fachmann weiS, in welcher Weise eine erfindungsgemaSe cDNA in einen 
Expressionsvektor inseriert werden mufc. Ihm ist auch bekannt, daS diese DNA 
in Verbindung mit einer fur ein anderes Protein bzw. Peptid kodierenden DNA 
inseriert werden kann, so dafc die erfindungsgemafce cDNA in Form eines Fu- 
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sionsproteins exprimiert werden kann. 
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Des weiteren kennt der Fachmann Bedingungen, transformierte bzw. trans- 
fizierte Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das durch die 
erfindungsgema&e cDNA exprimierte Protein zu isolieren und zu reinigen. Ein 
solches Protein, das auch ein Fusionsprotein sein kann, ist somit ebenfalls 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehen- 
des Protein bzw. Fusionsprotein gerichteter Antikorper. Ein solcher Antikorper 
kann durch ubliche Verfahren hergestellt werden. Er kann polyklonal bzw. 
monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es gunstig, Tiere, insbesondere 
Kaninchen oder Huhner fur einen polyklonalen und Mause fur einen monoklona- 
len Antikorper, mit einem vorstehenden (Fusions)protein oder Fragmenten davon 
zu immunisieren. Weitere "Booster" der Tiere kohnen mit dem gleichen (Fu- 
sionsprotein oder Fragmenten davon erfolgen. Der polyklonale Antikorper kann 
dann aus dem Serum bzw. Eigelb der Tiere erhalten werden. Fur den monoklo- 
naien Antikorper werden Miizzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert. 

Ein bevorzugter Antikorper der vorliegenden Erfindung, namlich der monoklonale 
Antikorper 11/78/1, wurde bei der DSM unter DSM ACC2211 am 26. April 
1995 hinterlegt. 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht es, den Abbau chromosomaler DNA in 
apoptotischen Zellen zu untersuchen. Diese Untersuchung kann an isolierten 
KorperflCissigkeiten einer Person durchgefuhrt werden. Mit einem erfindungs- 
gema&en Antikorper kann eine fur vorstehenden Abbau verantwortliche DNase 
nachgewiesen werden. Ferner kann mit einem erfindungsgemaGen Protein ein 
gegen diese DNase gerichteter Autoantikorper nachgewiesen werden. Beide 
Nachweise konnen durch ubliche Verfahren, insbesondere einen Western Blot, 
einen ELiSA, eine Immunprazipitation oder durch Immunfluoreszenz, erfolgen. 
Desweiteren kann mit einer erfindungsgemaBen Nukleinsaure, insbesondere 



WO 96/41887 PCT/DE96/01016 

5 

einer DNA und hiervon abgeleiteten Primern, die Expression des fur vorstehende 
DNase kodierenden Gens nachgewiesen werden. Dieser Nachweis kann in 
ublicher Weise, insbesondere in einem Southern Blot, erfolgen. 

Dariiberhinaus eignet sich die vorliegende Erfindung, MaSnahmen fur oder gegen 
Apoptose, zu ergreifen. Diese MaSnahmen umfassen die Verabreichung eines 
erfindungsgemaSen Gegenstandes an eine Person. Mit einem erfindungsgema- 
Sen Antikorper kann eine vorstehende DNase inhibiert werden, wodurch der 
Abbau von chromosomaler DNA verhindert wird. Andererseits kann mit einem 
erfindungsgemaSen Protein, insbesondere nach Kopplung an ein vom Korper 
nicht ais fremd angesehenes Protein, z.B. Transferrin oder BSA, dieser Abbau 
gefordert werden, was sich insbesondere zur Behandlung von Tumorzellen 
eignen wurde. Entsprechendes kann auch mit einer erfindungsgemafcen Nu- 
kleinsaure, insbesondere einer DNA, erreicht werden, die unter die Kontrolle 
eines in bestimmten Geweben, z.B. Tumoren, induzierbaren Promotors gestellt 
wird und nach ihrer Expression zur Bereitstellung eines erfindungsgemafcen 
Proteins in diesen Geweben fuhrt. Daruberhinaus kann eine erfindungsgemaSe 
Nukleinsaure, insbesondere eine DNA, auch zur Inhibierung einer vorstehenden 
DNase genutzt werden. Hierzu wird die Nukleinsaure, z.B. als Basis fur die 
Erstellung von Anti-Sinn-Oligonukleotiden zur Expressions-lnhibierung der fur 
vorstehende DNase kodierenden Gens verwendet. 



Die vorliegende Erfindung stellt somit einen groBen Beitrag zur diagnostischen 
und therapeutischen Erfassung von Apoptose dar. 

Kurze Beschreibung der Zeichnung: 

Fig. 1 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosaurese- 

quenz eines erfindungsgemaBen Proteins mit DNase-Aktivitat. 



Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele erlautert. 
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Beispiel 1 : Herstellung und Reinigung eines erf indungsgemafcen Proteins 

Zur Herstellung eines erfindungsgemaSen Proteins wurde die DNA von Fig. i a is 
Template verwendet. Es wurde ein PCR-Verfahren durchgefuhrt. Als Primer-Paar 
wurde verwendet: 5'-CAGGGATCCGATGACGATGACAAAATGCACTACCCAAC 
TGCAC-3' und 5'-GGGGGATCCTCAGGCAGCAGGGCACAG-3'. Der PCR-Ansatz 
bzw. die PCR-Bedingungen waren wie folgt: 



PCR-Ansatz 

Template DNA (Fig. 1) : = 1 ng 

Pfu-Polymerase 1 0x-Puffer : 1 0//I = 1 x 

DMSO : 10//I = 10 % 

dNTP's : 1//L = je 200//M 

Oligonukleotide, je 1,5//l : 3//I = je 150 ng 

H 2 0-bidest : a d 99//I 



PCR-Bedingungen 

- 92°C - 5 min 

- Zugabe von 1//I Pfu-Polymerase (Stratagene) = 2,5 Einheiten 

- Zugabe von Paraffin 



PCR 

92°C 1 min 
58°C 1 min 
72°C 10 min 
92°C 1 min 
58°C 1 min 
72°C 2 min 
72°C 10 min 



1 Zyklus 

39 Zyklen 
1 Zyklus 



ie amplifizierte DNA wurde mit BamHI gespalten und in die einzige BamHI- 
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Stelle des Expressionsvektors pQE-8 (Diagen) inseriert. Es wurde das Expres- 
sionsplasmid pQ/DNaseX erhalten. Dieses kodiert fur ein Fusionsprotein aus 6 
Histidin-Resten (N-Terminuspartner) und dem erfindungsgemaBen Protein von 
Fig. 1 (C-Terminuspartner). pQ/DNaseX wurde zur Transformation von E.coli SG 
13009(vgl. Gottesman, S. et al., J. Bacteriol. 148, (1981), 265-273) verwen- 
det. Die Bakterien wurden in einem LB-Medium mit 100//g/ml Ampicillin und 
25//g/ml Kanamycin kultiviert und 4 h mit 60//M Isopropyl-B-D-Thiogalactopyra- 
nosid (IPTG) induziert. Durch Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlorid wurde eine 
Lyse der Bakterien erreicht, anschlieBend wurde mit dem Lysat eine Chromato- 
graphie (Ni-NTA-Resin) in Gegenwart von 8 M Harnstoff entsprechend der 
Angaben des Herstellers (Diagen) des Chromatographie-Materials durchgefuhrt. 
Das gebundene Fusionsprotein wurde in einem Puffer mit pH 3,5 eluiert. Nach 
seiner Neutralisierung wurde das Fusionsprotein einer 1 8 % SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese unterworfen und mit Coomassie-Blau angefarbt (vgl. Thomas, 
J.O. und Komberg, R.D., J.Mol.Biol. 149 (1975), 709-733). 

Es zeigte sich, daB ein erfindungsgemaBes (Fusions)protein in hochreiner Form 
hergestellt werden kann. 



Beispiel 2: Herstellung eines erfindungsgemaBen Antikorpers 

Ein erfindungsgemaBes Fusionsprotein von Beispiel 1 wurde einer 1 8 % SDS- 
Polyacrylamid-Gelelektrophoreseunterzogen. Nach Anfarbung des Gels mit 4 M 
Natriumacetat wurde eine 35 kD Bande aus dem Gel herausgeschnitten und in 
Phosphat gepufferter Kochsalzlosung inkubiert. Gel-Stiicke wurden sedimentiert, 
bevor die Proteinkonzentration des Uberstandes durch eine SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese, der eine Coomassie-Blau-Farbung folgte, bestimmt wurde. 
Mit dem Gel-gereinigten Fusionsprotein wurden Tiere wie folgt immunisiert: 

Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Kaninchen 



Pro Immunisierung wurden 35//g Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,7 ml PBS 
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und 0,7 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 



Tag O: 
Tag 14 
Tag 28 
Tag 56 
Tag 80 



1 . Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

3. Immunisierung (icFA) 

4. Immunisierung (icFA) 
Ausbluten 



Das Serum des Kaninchens wurde im Immunoblot getestet. Hierzu wurde ein 
erfindungsgemafSes Fusionsprotein von Beispiel 1 einer SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese unterzogen und auf ein Nitrocellulosefilter ubertragen (vgl. 
Khyse-Andersen, J., J. Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die 
Western Blot-Analyse wurde wie in Bock, C.-T. et al.. Virus Genes 8, (1994), 
215-229, beschrieben, durchgefuhrt. Hierzu wurde das Nitrocellulosefilter eine 
Stunde bei 37 °C mit einem ersten Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper war 
das Serum des Kaninchens (1:10000 in PBS). Nach mehreren Waschschritten 
mit PBS wurde das Nitrocellulosefilter mit einem zweiten Antikorper inkubiert. 
Dieser Antikorper war ein mit alkalischer Phosphatase gekoppelter monoklonaler 
Ziege Anti-Kaninchen-lgG-Antikdrper (Dianova) (1:5000) in PBS. Nach 30- 
minutiger Inkubation bei 37 °C folgten mehrere Waschschritte mit PBS und 
anschliefcend die alkalische Phosphatase-Nachweisreaktion mit Entwicklerlosung 
(36//M 5' Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat, 400//M Nitroblau-tetrazolium, 
100mM Tris-HCI, pH 9.5, 100 mM NaCI, 5 mM MgCI 2 ) bei Raumtemperatur, bis 
Banden sichtbar waren. 



Es zeigte sich, daB erfindungsgemaSe, polyklonale Antikorper hergestellt werden 
konnen. 

Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Huhn 

Pro Immunisierung wurden 40//g Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,8 ml PBS 
und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 
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Tag O. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 50: 3. Immunisierung (icFA) 

Aus Eigelb wurden Antikdrper extrahiert und im Western Blot getestet. Es 
wurden erfindungsgemaBe, polyklonale Antikdrper nachgewiesen. 

Immunisierungsprotokoll fur monoklonale Antikorper der Maus 

Pro Immunisierung wurden Mjjg Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,25 ml PBS 
und 0,25 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt; bei 
der 4. Immunisierung war das Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) gelost. 

Tag O. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 



Tag 28 
Tag 56 
Tag 84 
Tag 87 



2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

3. Immunisierung (icFA) 

4. Immunisierung (PBS) 
Fusion 



Uberstande von Hybridomen wurden im Western Blot getestet. Erfindungs- 
gemaBe, monoklonale Antikorper wurden nachgewiesen. Einer davon, 1 1/78/1, 
wurde bei der DSM unter DSM ACC 221 1 am 26. April 1995 hinterlegt. 

Beispiel 3: Nachweis der DNase-Aktivitat eines erfindungsgemaBen Proteins 

Es wurde ein DNase-Aktivitatstest entsprechend des Verfahrens von Rosenthal, 
A.L. & Lacks, S.A., Anal. Biochem. 80, (1977), 76-90 mit Modifikationen 
durchgefuhrt. Hierzu wurde ein 18 % SDS-Polyacrylamid-Gel hergestellt, das 
2mM EDTA und denaturierte Lachs-Testis DNA oder Hefe RNA bis zu einer 
Endkonzentration von 10 //g/ml im Trenn- und Sammelgel enthielt. Proben 
wurden denaturiert, indem sie 4 min in Laemmli-Probenpuffer, der 5 % 2-Mer- 
captoethanol enthielt, gekocht wurden. Als Proben wurde ein erfindungsgema- 



WO 96/41887 PCT/DE96/01016 

10 

Ges Protein (von Beispiel 1) und Rinder-DNase 1 (Kontrolle) verwendet. Als 
Proteinmarker wurde eine 10 kd Leiter (Gibco BRL) verwendet, die in dem 
gleichen Gel aufgetrennt wurde, nach der Elektrophorese ausgeschnitten und mit 
Coomassie-Blau angefarbt wurde. Zur Entfernung des SDS nach der Elektropho- 
rese wurde das die Proben enthaltende Gel 4 x 30 min mit 1 00 ml 40mM Tris- 
HCI, pH 7,6, gewaschen und uber Nacht bei Raumtemperatur in 40 mM Tris- 
HCI, pH 7,6, mit 0,02 % Natriumazid und 2 mM MgCI 2 , 2mM CaCI 2 bzw. mit 
2mM MgCI 2 , 2 mM ZnCI 2 inkubiert. Zum Nachweis der enzymatischen Aktivitat 
wurde der Puffer gewechselt und Ethidiumbromid bis zu einer Endkonzentration 
von 2//g/ml hinzugegeben. Das Gel wurde periodisch auf einem langwelligen UV- 
Licht untersucht und photographiert. 



Es zeigte sich, dafc ein erfindungsgemafces Protein eine DNase-Aktivitat auf- 
weist. 
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Patentanspruche 

Protein mit DNase-Aktivitat, umfassend die Aminosauresequenz von Fig. 
1 oder ein funktionelles Derivat oder Fragment davon. 

DNA, kodierend fur das Protein nach Anspruch 1 . 

DNA nach Anspruch 2, wobei die DNA umfaBt: 

(a) die DNA von Fig. 1 oder einen Teil davon, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten geneti- 
schen Code verwandte DNA. 

Expressionsplasmid, umfassend die DNA nach Anspruch 2 oder 3. 

Transformante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 4. 

Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 1, umfassend die 
Kultivierung der Transformante nach Anspruch 5 unter geeigneten Bedin- 
gungen. 

Antikorper, gerichtet gegen das Protein nach Anspruch 1 . 

Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 als Reagens zur Diagnose 
und/oder Therapie. 

Verwendung der DNA nach Anspruch 2 oder 3 als Reagens zur Diagnose 
und/oder Therapie. 

Verwendung des Antikorpers nach Anspruch 9 als Reagens zur Diagnose 
und/oder Therapie. 



WO 96/41887 



PCT/DE96/01016 



1/1 



CM 

m 



in 
vo 



00 



o 

CM 



m 

CN 



CN 



CM 
O 



Eh 
Eh 
Eh 
Eh 
Eh 
< 



uo2ehuDoo 



a o 
o < u 




o 

8 



g .8 



C5 O 

<< a < 

-88 

frt o o 

o 



Eh 
O 



OUOOOOicCCJCDCJ 

OUOO<U UOEhc5 
rn n ti .1 n ft. *<< r> tj K f« r» r\ > ^ r«r \ tj n 



8 8 8 8 * 

8 g 8 8 

g *s p 3 



< Eh Eh M Eh 

8S g 8 
8g*g°« 

Eh 



g . 

g W < X 

Eh O 

O O < U 04 < 
g U EH 



< H < 



W M< W 

u o o ~ 

O *C H fn U 

g§s g 



i < U < C5 H 
£jEjU<UO<3u 



<HOHOOU 

y m ^ < u o h 
< a 



a 

_ Eh _ 

o o u 

O Eh < 



C 
Eh 
Eh 

I 

Eh 
CJ 
O 
U 



2g 
g8 

O H 

. ~ O H w . 

0<OUOOEhOH 
H«5EHEHHOEHtn<C 



oo r> u) tn v n (n 





U U U U (J fcH <j u U bH if H 

< < Eh OQOOOHOUO 

© H *£ op h u o o o o o 

< O CJ ^ < §h Eh U O O H C O 

y*^<EHMuwowEH>EHMo<o<o<e> 

M u 11 £-i ^ ri r*i rn rn 



g 8 

O O 
H > Eh 



g 6 

O 04 Eh > 
O O 
O O 

H iJ < W 

Eh U> 

O OT Eh i-3 
Eh O 
_ U Eh w w 

Eh Eh ^ O O 



\ < CX < O 
O CJ 



W «~H W W C - * C~» ^« 

OOCJhOO«<UU 
HOUOOUOEhH 



on 
oo 



o 
cn 



CO 

o 



oo 

CN 



VO 
00 

no 



in 
oo 



oo 
in 



oo 



HHHMCN(N(N(N(N 



I NTI^PI ATI ON AL SEARCH REPORT 



!nt tional Application No 

PCT/DE 96/01016 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 
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C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO, A, 90 07572 (GENENTECH INC) 12 July 1990 
see page 3, line 19 - line 29 
see page 11, line 26 - page 16, line 7 
see page 17, line 7 - line 34; figures 1,2 

EMBL Datenbank Eintrag HS068461 
Zugri f f snunmer U06846; 4 Juni 1995 
BIUNN0 I. ET AL.: 'Identification of a 
novel gene (XI B) in the human Xq28 region' 
XP002015292 

-/- 



1-10 



1-3 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



m 



Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

*L* document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

*P* document published prior to the international filing date but 
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C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 
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CELL DEATH AND DIFFERENTIATION, 
vol. 3, no. 2, 1 April 1996, 
pages 199-206, XP0O0603900 
JOHANNES F. COY ET AL. : "Isolation, 
differential splicing amd protein 
expression of a DNAse on the human X 
chromosome " 
see abstract 
see page 199, 
3 - page 200, 
3 

see page 201, 
3 - page 202, 
1 

see page 204, 
2 



right-hand column, paragraph 
left-hand column, paragraph 

right-hand column, paragraph 
right-hand column, paragraph 

right-hand column, paragraph 
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GENE (1996), 168(2), 267-70 CODEN: 
GENED6; ISSN: 0378-1119, 

1996, XP002O15290 
PERGOLIZZI, ROSSANA ET AL: "Cloning of a 
gene encoding a DNase I -like endonuclease 
in the human Xq28 region" 
see abstract 

see page 267, right-hand column, paragraph 

2 - page 269, left-hand column, paragraph 
2; figure 1 

HUMAN MOLECULAR GENETICS, 

vol. 4, no. 9, September 1995, OXFORD GB, 

pages 1557-1564, XP002015291 

JULIA E. PARRISH ET AL. : "A 

muscle-specific DNAse I-like gene in human 

Xq28" 

see abstract 

see page 1558, left-hand column, paragraph 

3 - right-hand column, paragraph 1 

see page 1560, left-hand column, paragraph 
2 - right-hand column, paragraph 1 
see page 1560, right-hand column, 
paragraph 4; figure 3 
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Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 
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interna^Pnal search report 



nternational application No. 

PCT/DE96/01016 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



Th is international search report has not been establ ished in respect of certa in claims under Article 1 7(2)(a) for the fol lowing reasons: 

1. HT] Claims Nos.: 8-9 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Remark: Although claims 8-9 relate to a method for treatment 
of the human or animal body (diagnostic procedure on the 
human or animal body), the search was carried out, based on the 
alleged effects of the compound. 

2. ^] Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. Q Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



l - □ A* al1 squired additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims. 

2. Q ^allsearchableclainiscou^ 
of any additional fee. 

d ^^ S ? m l ° f th f reqU 7 ed l d - d u ? nal Search feeS W6re timel y P aid b y the a PP"cam> this international search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. 



tl] Sirirttn f h ! d - ti0na ! se " ch / ees were \ ime, y P 3 * b V the applicant. Consequently, this international search report is 
«— ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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date 
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member(s) 



Publication 
date 
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AU-A- 


4826590 
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2006473 
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EP-A- 


0449968 


09-10-91 


JP-T- 


4502406 
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INTERNATIONAMl RECHERCHENBERICHT 



In^^monales Aktcnzcichcn 

PCT/DE 96/01016 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12N15/55 C12N9/22 C12N15/70 C12N1/21 C07K16/40 
A61K38/46 A61K48/0O A61K39/395 601N33/573 C12Q1/68 

Nach der Intemationalen Patentklasafikation (IPK.) Oder nach dcr national en Klasafikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Rccherchierter Mindcstprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12N C07K A61K G01N C12Q 



Recherchierte abcr nicht zum Mindcstprufstoff gehbrendc Veroffcntlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gcbiete fallen 



W ah rend der intemationalen Recherche konsulticrte etektronischc Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegnffc) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kate gone" Bezcichnung der Verbffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Tcilc 



Betr. Anspruch Nr. 



WO, A, 90 07572 (GENENTECH INC) 12. Jul i 1990 
siehe Seite 3, Zeile 19 - Zeile 29 
siehe Seite 11, Zeile 26 - Seite 16, Zeile 
7 

siehe Seite 17, Zeile 7 - Zeile 34; 
Abbildungen 1,2 

EMBL Datenbank Eintrag HS068461 
Zugriffsnumner U06846; 4 Juni 1995 
BIUNN0 I. ET AL.: 'Identification of a 
novel gene (XIB) in the human Xq28 region' 
XPO02O15292 



■/-- 
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Wcitere VerdfTentlichungen and der Fortsctzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patcntfamilie 



" Bcsondere Kategoricn von angegebencn Vcrdffentlichungen 

'A' Vcroffentlichung, die den allgemeinen Stand dcr Tcchnik definicrt, 
abcr nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

*E" al teres Dokument, das jedoch erst am odcr nach dem intemationalen 
Anmcldcdatum verdffentlicht worden ist 

'L' Verb ffentl i chung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zwcifelhaA er- 
sch einen zu I ass en, odcr durch die das Verb ffentl ichungs datum einer 
anderen im Rccherchcnbehcht genanntcn Verbffentlichung belegt werden 
soil oder die aus cinem anderen besonderen Grund angegeben ist (wte 
ausgefuhrt) 

"O" Verbffentlichung, die sich auf cine mundltche OfTenbarung, 

cine Benutzung, cine Ausstcllung oder andere MaOnahmen bczieht 
*P" Verbffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priori tatsdatum vcrbffentlicht worden ist 



T* Spatere Verbffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prion tatsdatum vcrbffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Vers tan dnis des der 
Eriindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
The one angegeben ist 

'X' Verbffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allcin aufgrund dieser Verbffentlichung nicht als neu oder auf 
erfindcrischer Tatjgkeit beruhend betrachtet werden 

*Y" Verbffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf eriinderischer TaUgkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verbffentlichung nut einer oder mehrercn anderen 
Veroffcntlichungen dieser Kate eon e in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

'&" Verbffentlichung. die Mitglied derselben Patcntfamilie ist 



Datum des Abschlusses dcr intemationalen Recherche 

7.0ktober 1996 


Abscndcdatum des intemationalen Recherchcnberichts 

1 8. 10. 96 


Name und Postanschrifl der Internationale Rccherchenbchbrdc 
Europaischcs Patentamt, P.B. 58 18 Patcntiaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (^31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax (+ 31-70) 340-3016 


BevoUrnachugter Bediensteter 

Montero Lopez, B 
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international^Precherchenbericht 



In' 



Jsbnalcs Aktenzeichen 



PCT/DE 96/01016 



C.(Fortselzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kate gone* Bczeichnung der Veroflentlichung, soweit crforderlich untcr Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



CELL DEATH AND DIFFERENTIATION, 

Bd. 3, Nr. 2, 1. April 1996, 

Seiten 199-206, XPOO06O3900 

JOHANNES F. COY ET AL. : "Isolation, 

differential splicing amd protein 

expression of a DNAse on the human X 

chromosome" 

siehe Zusammenfassung 

siehe Seite 199, rechte Spalte, Absatz 

Seite 200, linke Spalte, Absatz 3 

siehe Seite 201, rechte Spalte, Absatz 

Seite 202, rechte Spalte, Absatz 1 

siehe Seite 204, rechte Spalte, Absatz 
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3 - 
3 - 



P.X 



P,X 



GENE (1996), 168(2), 267-70 CODEN: 
GENED6; ISSN: 0378-1119, 

1996, XPO0201529O 
PERGOLIZZI, ROSSANA ET AL: "Cloning of a 
gene encoding a DNase I -like endonuclease 
in the human Xq28 region" 
siehe Zusammenfassung 

siehe Seite 267, rechte Spalte, Absatz 2 ■ 
Seite 269, linke Spalte, Absatz 2; 
Abbildung 1 

HUMAN MOLECULAR GENETICS, 
Bd. 4, Nr. 9, September 1995, OXFORD GB, 
Seiten 1557-1564, XPO02015291 



1-3 



1-3 



JULIA E. PARRISH ET AL. 
muscle-specific DNAse I 
Xq28" 

siehe Zusammenfassung 
siehe Seite 1558, linke 
rechte Spalte, Absatz 1 
siehe Seite 1560, linke 
rechte Spalte, Absatz 1 
siehe Seite 1560, rechte 
Abbildung 3 



"A 
like 



gene in human 



Spalte, Absatz 3 - 
Spalte, Absatz 2 - 
Spalte, Absatz 4; 



Fofmblatt PCT. I&/V2I0 (Fonseuung von Blatt 2) (Juli 1993) 
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INTERNATIONAL! 



SBrecherchenbericht PcPzD 



onales Aktenzeichcn 

'DE96/ 01016 



Feld I Bemcrkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchterbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1 ) 

GcmaO Artikcl wurde aus folgenden Grunden fur bextimmte Anspruche kein Rcchcrchenbericht erstellt: 

1. |X| Anspruche Nr. 8"9 

1 ' weii sie sich auf Gegenstande beztehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 

•Bemerkung: Obwohl die Anspruche 8-9 sich auf ein Verfahren 
zur Behandlung des menschlichen/ tierischen Korpers (Diagnostizier- 
Verfahren, das am menschlichen/ tierischen Korper vorgenommen 
wird) beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete 

□ sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung." 
Anspruche Nr. 
wei) sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschnebenen Anforderungcn so wenig entsprechen, 
dafi eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namuch 



3. | 1 Anspruche Nr. 

wei) es stch dabci urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Rege) 6.4 a) abgefafit sind. 

Feld II Bemcrkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 

Die Internationale Recherchenbehbrde hat festgesteUt, d&B diese internationale Anmeldung mehrcre Erflndungen enthalt 



1 . Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebahren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt stch dieser 
1 1 internationale Recherchenbertcht auf alle recherchierbaren Anspruche der internationaien Anmeldung. 

2. I I Da filr alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohrte einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
L—J zusatzliche Recherchengebuhr gerechtferogt hatte, hat die Internationale Recherchenbehdrde nicht zur Zahlung einer solchen 

GebOhr aufgeforderL 

3. I 1 Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebahren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche der internauonalen Anmeldung, fur die Gebuhren entrichtet worden 
sind, namlich auf die AnsprUche Nr. 



4. I ] Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebahren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 

chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 

faflc 



Bemcrkungen htnsichtiich ctnes Widersp races | | Die zusatzlichen GebQhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlL 

[ [ Die Zahlung zusatziicher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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